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La maladie de parkinson est une affection neurologique caractérisée par une dégénérescence des 
neurones dopaminergiques du mésencéphale ventral et une perte de l’innervation dopaminergique striatale 
à l’origine de symptômes moteurs (akinésie, rigidité et tremblement de repos). L’absence de traitements 
curatifs s’explique notamment par notre large méconnaissance des mécanismes conduisant à la mort 
neuronale. De nombreuses données supportent un rôle du système immunitaire inné dans ces processus de 
dégénérescence. Récemment, plusieurs études ont également suggéré le rôle de la réponse immunitaire 
adaptative dans ces phénomènes. Ainsi une infiltration cérébrale de lymphocytes T CD4
+
 est observée chez 
les patients parkinsoniens. Celle-ci pourrait jouer un rôle délétère dans les mécanismes conduisant à la mort 
des neurones dopaminergiques comme le suggèrent certaines données in vivo dans des modèles de la 
maladie. Par conséquent, le blocage de cette infiltration lymphocytaire pourrait constituer une stratégie 
thérapeutique intéressante pour ralentir la dégénérescence neuronale. 
Notre hypothèse de travail est qu’un processus actif de remodelage de la barrière hémato-
encéphalique permettrait aux cellules du système immunitaire adaptatif de pénétrer le parenchyme 
cérébral. Ainsi les chimiokines et les molécules d’adhésion constituent deux grandes familles de protéines 
impliquées dans les phénomènes d’infiltration tissulaire des leucocytes en condition inflammatoire. A notre 
connaissance, aucune étude détaillée des mécanismes permettant l’infiltration cérébrale des lymphocytes 
dans les syndromes parkinsoniens n’a été réalisée. 
Afin de tester cette hypothèse, le projet a eu plusieurs objectifs : (1) caractériser l’expression des 
chimiokines et des molécules d’adhésion dans un modèle murin de lésion du système nigro-strié (2) 
déterminer le rôle du réseau chimiokinique dans le processus d’infiltration lymphocytaire et la 
dégénérescence dopaminergique dans ce modèle (3) étudier l’expression des facteurs candidats dans la 
substance noire des patients parkinsoniens. 
Dans notre étude, nous avons pu montrer une augmentation d’expression transcriptionnelle et 
protéique très importante des trois chimiokines CCL3, CCL4 et CXCL10 dans le mésencéphale ventral de 
souris intoxiquées par le MPTP (un modèle expérimental de maladie de Parkinson). La source cellulaire de 
ces facteurs était les cellules microgliales pour CCL3 et CCL4 et les astrocytes pour CXCL10.  
Pour aborder le rôle de ces facteurs dans les processus physiopathologiques, notre stratégie a été de 
cibler les récepteurs des ligands identifiés, en particulier CXCR3, CCR5 et CCR1. Bien que la déficience 
constitutive de chacun de ces récepteurs ne confère qu’une faible protection des neurones dopaminergiques 
et une faible diminution de l’infiltration lymphocytaire, une stratégie de blocage multiple des récepteurs aux 
chimiokines a permis de réduire l’ampleur de ces deux processus. En outre, nous avons détecté une 
augmentation d’expression de CCL3 et CCL4 dans la substance noire de patients parkinsoniens. Au total, nos 
résultats montrent une modulation importante du réseau chimiokinique associée à la réaction gliale dans un 
contexte de lésion du système nigro-strié et suggèrent que le réseau chimiokinique joue vraisemblablement 








L’espérance de vie ne cesse d’augmenter dans les pays industrialisés grâce aux 
progrès de la médecine et à l’amélioration de la qualité de vie. Cependant, le vieillissement 
s’accompagne d’une recrudescence de pathologies liées à l’âge, en particulier les maladies 
neurodégénératives. Ces pathologies constituent un problème majeur de santé publique et 
posent de réels problèmes humains et socio-économiques. Les maladies neurodégénératives 
se caractérisent par une évolution lente et progressive des symptômes souvent moteurs 
et/ou cognitifs dont souffrent les patients. L’évolution de ces pathologies conduit à une 
perte totale d’autonomie nécessitant une prise en charge lourde par les familles et le 
système de protection sociale.  
 
La physiopathologie des maladies neurodégénératives est sous-tendue par un 
processus de mort parfois spécifique de certaines populations neuronales. Actuellement il 
n’existe pas d’alternative aux traitements symptomatiques qui de plus sont 
malheureusement inefficaces pour ralentir l’évolution de ces pathologies. En outre, leur 
efficacité diminue au cours du temps et des effets secondaires indésirables peuvent se 
surajouter. Comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires à l’origine de la 
dégénérescence permettrait ainsi de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques 
symptomatiques mais surtout curatives. 
 
L’objet de ce travail de thèse est la maladie de parkinson qui constitue la deuxième 
maladie neurodégénérative la plus fréquente après la maladie d’Alzheimer. 
Cette affection neurologique se caractérise notamment par des troubles moteurs qui 
sont la conséquence directe d’une dégénérescence des neurones dopaminergiques dans le 
mésencéphale ventral, en particulier dans la substance noire.  Les données de la littérature 
soulignent l’importance de dysfonctions mitochondriales, du stress oxydatif, de l’agrégation 
protéique et de déficits d’activité électrique dans la cascade d’évènements conduisant à la 
mort de ces neurones  (Olanow, 2007 ; Michel et coll., 2007). Par ailleurs un nombre 
croissant d’études suggère que les cellules environnantes, en particulier les cellules gliales 
pourraient moduler la dégénérescence dopaminergique. En outre, des travaux récents ont 
mis en évidence une modification du compartiment immunitaire adaptatif dans la maladie 




Bien que ces processus constituent probablement une conséquence de la mort 
neuronale, des études récentes suggèrent qu’ils pourraient jouer un rôle délétère vis-à-vis 
des neurones dopaminergiques, participant ainsi à la progression du processus 
neurodégénératif dans la MP (Brochard et coll., 2009). 
Notre hypothèse de travail est qu’un processus actif de remodelage de la barrière 
hémato-encéphalique permettrait aux cellules du système immunitaire adaptatif de 
pénétrer le parenchyme cérébral. Ainsi les chimiokines et les molécules d’adhésion 
constituent deux grandes familles de protéines impliquées dans les phénomènes 
d’infiltration tissulaire des leucocytes en condition inflammatoire. A notre connaissance, 
aucune étude détaillée des mécanismes permettant l’infiltration cérébrale des lymphocytes 














I. La maladie de Parkinson 
La maladie de Parkinson (MP) est une affection neurologique touchant 1% des 
individus de plus de 60 ans (de Lau et Breteler, 2006).  Représentant 75% des syndromes 
parkinsoniens, elle doit être distinguée d’autres pathologies telles que l’atrophie 
multisystématisée ou la paralysie supranucléaire progressive (Dickson et coll., 2009). Le 
diagnostic différentiel reste clinique avec notamment le développement unilatéral d’une 
akinésie et d’une rigidité extrapyramidale. La présence d’un tremblement de repos et d’une 
bradykinésie est également fréquente mais moins spécifique (Litvan et coll., 2003 ; 
Rodriguez-Oroz et coll., 2009). Ces manifestations motrices sont provoquées par une perte 
d’afférences dopaminergiques striatales. Celle-ci résulte d’une dégénérescence neuronale 
dans le mésencéphale ventral, en particulier dans la substance noire pars compacta (SNpc) 
(Ehringer et Hornykiewicz, 1960). La recherche de symptômes non moteurs souvent 
précoces (déficit olfactif, constipation, troubles du sommeil, etc.) peut également orienter le 
diagnostic (Lang, 2011). Enfin, des analyses d’imagerie cérébrale telles que l’imagerie par 
résonnance magnétique (IRM), la sonographie transcraniale de la SN ou d’autres utilisant 
des radio-isotopes (Tomographie par Emission de Positons, Tomographie d’Emission 
Monophotonique) constituent un élément diagnostic supplémentaire (Berg et coll., 2008 ; 
Stoessl et coll., 2011 ; Mahlknecht et coll., 2010). Cependant des études clinico-
pathologiques ont montré que le diagnostic clinique n’est confirmé à l’autopsie que dans 
80% des cas (Litvan et coll., 2003). Un bilan neuropathologique reste par conséquent 
indispensable pour confirmer le diagnostic. 
 
1. Description neuropathologique 
La dégénérescence des neurones dopaminergiques (NDA) de la substance noire ainsi 
que la présence de corps de Lewy constituent les deux critères anatomo-pathologiques 
fondamentaux pour diagnostiquer la maladie de Parkinson. Toutefois d’autres stigmates 
neuropathologiques nigraux ou extra-nigraux sont également observés.  
 
1.1. Lésions dopaminergiques 
Konstantin Tretiakoff fut le premier à mettre en évidence une atteinte de la SNpc 
chez les sujets parkinsoniens (Tretiakoff C Thèse de Médecine 1919). Sa description d’une 




neurones dopaminergiques contenant des pigments de neuromélanine et d’orienter les 
études physiopathologiques qui ont suivi. Plus tard, les travaux d’Hassler ont montré que la 
perte cellulaire dans la maladie de Parkinson est hétérogène au sein de la SNpc (Hassler, 
1938). Depuis, l’hétérogénéité de la population dopaminergique a été étudiée par de 
nombreux groupes. L’utilisation de traceurs neuronaux chez les rats et les singes au cours 
des années 1970 et 1980 a notamment révélé que les neurones dopaminergiques de la SN 
ventrale projettent sur le striatum dorsal, en particulier au niveau des striosomes, alors que 
ceux de la SN dorsale et de l’aire tegmento-ventrale projettent sur le striatum ventral et la 
matrice du striatum dorsal (Herkenham et coll., 1984 ; Gerfen et coll., 1987). Le système 
mésostriatal a ainsi pu être organisé en deux territoires : la voie nigrostriatale (SNpc-
striatum dorsal) très sensible à la dégénérescence et la voie mésolimbique (aire 
tegmentoventrale-striatum ventral) présentant une vulnérabilité plus faible (German et coll., 
1989 ; Fearnley et Lees, 1991 ; Damier et coll., 1999). Hirsch et coll. en 1988 ont également 
montré que les neurones dopaminergiques contenant de la neuromélanine, neurones dits 
« mélanisés », étaient plus sensibles à la dégénérescence (Hirsch et coll., 1988). 
Fait important, les études neuropathologiques montrent que les symptômes moteurs 
de la maladie n’apparaissent qu’après une réduction de près de 80% de la dopamine 
striatale et une perte massive des neurones dopaminergiques nigraux de l’ordre de 60% 
(Gaig et Tolosa, 2009) suggérant l’existence de mécanismes compensatoires très efficaces 
pendant la phase dite « présymptomatique ». 
Au total, la perte des neurones dopaminergiques est une des caractéristiques 
majeures de la MP. Cette perte engendre une diminution considérable des taux de 
dopamine striatale à l’origine du dysfonctionnement des circuits neuronaux impliqués 
dans le contrôle des fonctions motrices. De fait, le traitement symptomatique le plus 
couramment utilisé repose sur l’administration de lévodopa, un précurseur de la 
dopamine (Schober A Cell Tiss Res 2004). Cependant ce traitement entraine à terme des 
effets secondaires particulièrement handicapants tels que les dyskinésies. Par ailleurs son 
efficacité fluctue au cours de la journée après plusieurs années d’utilisation. Enfin ce 
précurseur de la dopamine ainsi que les autres formes de traitement de la MP ne 
permettent pas de ralentir le processus dégénératif. Il est donc aujourd’hui essentiel de 
mieux comprendre les mécanismes conduisant à la mort de ces neurones pour développer 





1.2. Lésions non dopaminergiques 
Depuis de nombreuses années, il est reconnu que les patients parkinsoniens 
présentent une large gamme de symptômes non moteurs. Bien que certaines de ces 
manifestations soient liées aux lésions dopaminergiques, notamment les troubles du 
sommeil, la majorité d’entre elles ne répondent pas à la dopathérapie, suggérant l’existence 
de lésions non dopaminergiques (Lima et coll., 2009). Par ailleurs certains signes non 
moteurs apparaissent très précocement, avant même les symptômes moteurs lors d’une 
phase dite « prémotrice ». 
De fait, certaines régions extra-dopaminergiques présentent une forte 
dégénérescence neuronale. Ainsi des modifications du sommeil profond et une dépression 
sont associées à une dégénérescence des  neurones noradrénergiques du locus cœruleus et 
des neurones sérotoninergiques du noyau du raphé. La démence, symptôme non moteur 
d’apparition tardive, pourrait être liée à la dégénérescence cholinergique dans  le noyau 
basal de Meynert (Dickson et coll., 2009). Enfin, plus récemment une dégénérescence 
cholinergique du noyau pédonculopontin a été associée aux troubles de la marche et de 
l’équilibre qui se manifestent chez la plupart des patients parkinsoniens à des stades tardifs 
d’évolution de la maladie (Karachi et coll., 2010). 
Les symptômes non moteurs de la MP sont aujourd’hui de plus en plus étudiés. En 
effet, il existe un arsenal thérapeutique moins développé que pour le déficit 
dopaminergique. De plus ils pourraient permettre une détection plus précoce de la 
pathologie. 
 
1.3. Corps de Lewy 
La présence d’inclusions cytoplasmiques identifiées par Friedriech Lewy et appelés 
corps de Lewy, représente le deuxième stigmate anatomo-pathologique majeur de la MP. 
Ces inclusions sont des agrégats de protéines dans lesquels on retrouve en abondance de 





Figure 1 : A : Représentation d’un corps de Lewy au sein d’un neurone dopaminergique mélanisé de la SNpc et marqué 
par la coloration Hématoxyline et Eosine. B : Image confocale d’un corps de Lewy marqué pour l’ubiquitine (rou??????????-
synucléine (jaune). C : Des neurites de Lewy intra-neuronales marquées par l’ubiquitine sont également observées dans 
le cerveau des patients. Adapté d’Olanow et McNaught, 2011. 
 
De façon tout à fait intéressante Braak et coll. ont montré que la distribution et 
l’apparition chronologique des inclusions synucléine positives dans le tissu cérébral au cours 
de la MP avaient un caractère stéréotypé (Figure 2) (Braak et coll., 2003). Sur la base de ces 
données neuropathologiques Braak et coll. ont proposé une hypothèse selon laquelle un 








Figure 2 : Représentation schématique de la propagation de la synucléinopathie au cours de la maladie de Parkinson. Les 
premières régions affectées sont le noyau dorsal du nerf vague et le noyau olfactif antérieur. La pathologie se propage 
par le tronc cérébral de manière dorsale (flêches blanches) puis le cortex est touché. Adapté de Braak et coll., 2003. 
 
??? ??????????? ??????? ?????????? ???? ??? ??????????? ?-synucléine se propagerait 
selon un mécanisme de type prion. Des données récentes ont montré que des greffons de 
neurones dopaminergiques fœtaux implantés chez les patients parkinsoniens présentaient 
des corps de Lewy plus de 10 ans après implantation (Kordower et coll., 2008a ; Kordower et 
coll., 2008b ; Li et coll., 2008 ; Li et coll., 2010). Ces résultats ont pu être reproduits en 
culture et chez la souris (Danzer et coll., 2007 ; Danzer et coll., 2009 ; Luk et coll., 2009 ; 




De manière intéressante l’apparition des symptômes semble suivre l’évolution de la 
????????????-synucléine (Table 1). 
 
Table 1
Relation entre la pathologie ?-synucléine et les symptômes dans la maladie de Parkinson. 
Adapté de Dickson et coll., 2009
Région anatomique Stage de Braak Symptôme
Système nerveux autonome
Autonome (hypotension orthostatique, 







Noyau dorsal du nerf vague
Pont
2
Dépression et troubles du sommeil 











Au total, la perte des neurones dopaminergiques dans la SNpc et la présence de 
corps de Lewy positifs pour la synucléine dans ces neurones représentent les deux 
stigmates neuropathologiques essentiels de la MP. Outre ces atteintes neuronales, des 
études anatomo-pathologiques ont également mis en évidence, dans le cerveau des 
patients parkinsoniens, l’existence de  processus inflammatoires associés à ces lésions. 
 
1.4. Gliose réactionnelle et infiltration lymphocytaire 
Les données neuropathologiques ont révélé une modification du phénotype des 
cellules gliales dans le cerveau des patients ainsi qu’une infiltration cérébrale de cellules 
immunitaires périphériques. 
En condition inflammatoire, la réaction microgliale peut être visualisée en marquant 
des protéines appartenant par exemple au complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). En 
1988 McGeer et coll. ont  observé la présence de microglies positives pour HLA-DR (human 




patients parkinsoniens (McGeer et coll., 1988).  Cette première observation fut par la suite 
confirmée en utilisant d’autres marqueurs microgliaux en particulier CR3/43 et EBM11 
(Banati et coll., 1998 ; Imamura et coll., 2003). Une réaction microgliale modérée a 
également été détectée dans d’autres régions cérébrales telles que locus cœruleus, 
l’hippocampe ou le cortex (Bertrand et coll., 1997 ; Imamura et coll., 2003). 
 
La réaction astrocytaire, quant à elle, est plus controversée. Alors que Damier et coll. 
ont montré une augmentation de 30% de  la densité des astrocytes dans la substance noire 
en utilisant la glial fibrillary acidic protein (GFAP) comme marqueur (Damier et coll., 1993),  
Mirza et coll. n’ont pas retrouvé cette augmentation en utilisant la GFAP et d’autres 
marqueurs tels que les métallothionéines I et II, deux protéines antioxydantes 
majoritairement exprimées par les astrocytes (Mirza et coll., 2000). Toutefois, Mythri et coll. 
ont détecté une réaction astrocytaire dans le noyau caudé, le putamen et le cortex frontal 
des patients parkinsoniens par des études immunohistochimiques de la GFAP (Mythri et 
coll., 2011). Plus récemment, au travers d’études transcriptomiques associées à des 
observations immunohistochimiques, l’expression des métallothionéines I et II a été 
rapportée dans les astrocytes de la SN chez les patients parkinsoniens (Michael et coll., 
2011).  
Au total, les modifications du compartiment astrocytaire dans la MP restent donc 
débattues. En outre, le fait que la GFAP ne marquerait qu’une sous population astrocytaire 
soutient l’idée qu’il est nécessaire d’utiliser d’autres marqueurs permettant d’identifier et 
réévaluer le rôle de l’astrogliose dans les pathologies neurodégénératives. 
 
La présence de cellules immunitaires périphériques dans le cerveau des patients 
parkinsoniens a également été explorée. Une première étude de McGeer en 1988 faisait état 
de nombreux lymphocytes T cytotoxiques (CD8
+
) présents dans la substance noire d’un 
patient parkinsonien (McGeer et coll., 1988). Plus récemment, une étude 
immunohistochimique conduite au laboratoire a mis en évidence une augmentation de la 




 dans la SN de patients par rapport à des individus 
contrôles (Brochard et coll., 2009). La présence dans la SNpc de cellules positives pour le 
récepteur des immunoglobulines ??????? et présentant une morphologie lymphocytaire a 




A ce jour de nombreuses données concernant l’anatomo-pathologie de la maladie 
de Parkinson sont disponibles. Elles mettent en évidence la dégénérescence de plusieurs 
populations neuronales impliquées dans les symptômes moteurs et non moteurs de la MP. 
La présence d’une réaction gliale et de cellules du système immunitaire périphérique est 
également observée. Toutefois cette dernière caractéristique n’est pas spécifique de la MP 
et est également observée dans d’autres pathologies neurodégénératives majeures telles 
que la maladie d’Alzheimer ou la sclérose latérale amyotrophique.  
 
2. Etiologie de la maladie de Parkinson 
 
2.1. Rôle du vieillissement 
La maladie de Parkinson est sans aucun doute liée au vieillissement. En effet elle est 
rare avant 50 ans et sa prévalence augmente avec l’âge (Li et coll., 1985 ; Morgante et coll., 
1992 ; de Rijk et coll., 1995  ; Mayeux et coll., 1995 ; Errea et coll., 1999 ; Claveria et coll., 
2002). 
La grande majorité des données concernant de rôle du vieillissement dans la maladie 
de Parkinson proviennent d’études réalisées chez l’homme. Les personnes présentant un 
début tardif de MP ont une progression motrice plus rapide et une réponse à la lévodopa 
diminuée. Les troubles de la marche, la démence et les troubles cognitifs sont également 
plus sévères suggérant que l’état physiologique de la personne âgée favorise le 
développement des troubles parkinsoniens (Levy, 2007). 
Il est particulièrement intéressant de noter qu’une perte neuronale de près de 40% 
est observée dans la SN au cours du vieillissement normal (Hirai, 1968 ; McGeer et coll., 
1977). Toutefois Fearnley et coll. ont montré que le patron de dégénérescence des neurones 
dopaminergiques dans cette région au cours du vieillissement normal diffère de celui 
observé chez les patients parkinsoniens (Fearnley et Lees, 1991). Aussi, ces données 
suggèrent qu’il est peu probable que la MP résulte d’une simple accélération du processus 
de vieillissement cérébral. Cependant, il reste troublant de constater que certaines 
personnes âgées présentent souvent des signes bénins de parkinsonisme (Buchman et coll., 
2012). En effet, près d’un tiers d’entre eux semblent présenter une dégénérescence dans la 
SN, et 17% des corps de Lewy (Buchman et coll., 2012). Par ailleurs, Buchman et coll. ont 




corrélés à l’intensité des symptômes. Enfin le patron de mort des NDA correspondait à celui 
observé chez les patients parkinsoniens (Buchman et coll., 2012). Ainsi, cette étude récente 
réalimente le débat sur l’idée qu’une accélération du vieillissement puisse participer 
directement au développement de la MP. On considère toutefois que le vieillissement, 
caractérisé par des dysfonctions physiologiques, représente vraisemblablement un facteur 
de risque augmentant la vulnérabilité des neurones dopaminergiques à des agents 
environnementaux et/ou à des facteurs génétiques hérités par l’individu. Malgré 
l’importance évidente du rôle du vieillissement dans le développement de la MP, trop peu 
d’études ont tenté de comprendre comment ce facteur influence la maladie (Obeso et coll., 
2010). 
 
2.2. Facteurs génétiques 
En 1997, la découverte par Polymeropoulos et coll. de formes monogéniques de la 
maladie de Parkinson causées par des mutations dans le gène ??? ???-synucléine et la 
démonstration que cette protéine constitue un composant majeur des corps de Lewy a 
nourrit le champ des études génétiques de la MP (Polymeropoulos et coll., 1997 ; Spillantini 
et coll., 1997). Depuis, au moins 16 loci et 11 gènes ont été associés à des formes 
héréditaires de la pathologie (Corti et coll., 2011).  
A l’heure actuelle, deux gènes ont été impliqués dans des formes autosomiques 
???????????? ???-synucléine et LRRK2 (Leucine-rich repeat kinase). Leurs mutations agissent 
en général via ???????????????????????????????????????????????????????????-synucléine, on 
peut observer dans certaines familles des duplications ou triplications de ce locus. Ces 
multiplications ont été mises en évidence dans 15 familles à travers le monde et 
représentent 2% des formes génétiques de maladie de Parkinson (Ahn et coll., 2008 ; 
Chartier-Harlin et coll., 2004). Les mutations ponctuelles, quant à elles, restent rares. Ainsi, 
la mutation A53T, la plus commune, n’a été observée que chez 15 familles grecques ou 
italiennes ayant probablement un ancêtre commun (Golbe et coll., 1990  ; Polymeropoulos 
et coll., 1997  ; Papadimitriou et coll., 1999 ; Spira et coll., 2001). 
S’agissant de LRRK2, plusieurs mutations non sens ont été identifiées (Paisan-Ruiz et 
coll., 2004 ; Zimprich et coll., 2004). La découverte de mutations sur le gène LRRK2 est 
particulièrement intéressante car elles sont fréquentes (10% des patients présentant des 




des formes familiales à début tardif typiques et mêmes sporadiques (Berg et coll., 2005 ;  Di 
Fonzo et coll., 2006 ;  Johnson et coll., 2007).  
Des formes autosomiques récessives ont également été décrites. Les allèles récessifs 
conduisent à l’absence de la protéine ou son inactivation et donc en une perte de fonction. 
Les mutations dans les gènes parkin, PINK1 et DJ-1 sont ainsi associées à des formes 
héréditaires à début précoce (Corti et coll., 2011). Les mutations du gène parkin sont les plus 
fréquentes, on les retrouve dans 50% des formes familiales récessives de MP (Lucking et 
coll., 2000). Les porteurs de mutations parkin présentent un phénotype clinique globalement 
similaire à celui des formes sporadiques (Ishikawa et Tsuji, 1996 ;  Lohmann et coll., 2003 ; 
Lohmann et coll., 2009). Les mutations du gène PINK1 représentent, quant à elles, la 
seconde cause des formes familiales récessives avec un taux de 0 à 15 % de part le monde 
(Deas et coll., 2009 ; Nuytemans et coll., 2010). Les phénotypes cliniques associés aux 
mutations de PINK1 sont assez classiques avec cependant une meilleure réponse à la 
lévodopa et une maladie globalement d’évolution plus lente (Ibanez et coll., 2006). Les 
mutations dans le gène DJ-1 sont en revanche moins communes et associées à un tableau 
clinique proche de celui des formes PINK1. 
Outre les formes monogéniques héritées de MP, l’importance des facteurs 
génétiques dans les formes les plus courantes de MP (formes sporadiques, représentant 90% 
des cas) peut également être illustrée par les récentes découvertes obtenues  à travers des 
études d’association pangénomique (genome wide association study ou GWAS). En effet, ces 
études ont permis d’identifier des facteurs de risque de la maladie. Entre autres, les gènes 
codant pour ???-synucléine et LRRK2 ont notamment été mis en évidence. Il est intéressant 
de noter que la région HLA a également été rapportée comme facteur de risque de la 
maladie (Hamza et coll., 2010 ; International Parkinson Disease Genomics et coll., 2011). 
Cette observation est particulièrement intéressante au regard des fonctions de ce gène dans 
le système immunitaire et les processus neuroinflammatoires qui seront développés dans les 
chapitres suivants (Taneja et David, 1998).  
En conclusion, l’étude des formes génétiques de MP a ouvert de nouvelles voies de 
recherche qui devraient permettre de mieux comprendre cette pathologie complexe. Elles 
ont en outre permis de proposer de nouvelles hypothèses physiopathologiques et de 
développer de nouveaux modèles d’investigation préclinique. De plus l’identification de 




génétiques et d’autres facteurs étiologiques tels que les facteurs environnementaux que 
nous allons aborder dans le paragraphe suivant. 
 
2.3. Facteurs environnementaux 
En 1983 plusieurs personnes ont développé des signes typiques de MP après 
injection intraveineuse de drogue contaminée par la 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-
tétrahydropyridine (MPTP). La mise en évidence d’une dégénérescence sélective des NDA 
induite par le MPTP a conduit de nombreux chercheurs à proposer que des toxines 
environnementales pourraient augmenter le risque de développer la MP (Langston et coll., 
1983). Ainsi plusieurs études épidémiologiques ont porté sur l’association possible entre 
pesticides, herbicides et maladie de Parkinson. La majorité de ces études ont montré une 
association positive entre MP et exposition aux pesticides, la moitié d’entre elles se révélant 
significatives. Parmi ces phytosanitaires, la roténone et le paraquat ont été particulièrement 
étudiés chez l’homme et l’animal (Brooks et coll., 1999 ; Betarbet et coll., 2000 ;  Cicchetti et 
coll., 2009 ; Greenamyre et coll., 2010). Malgré de nombreuses études sur le paraquat dans 
l’étiologie de la MP son rôle reste encore fortement débattu (Berry et coll., 2010). Les 
données épidémiologiques sur la roténone montrent en revanche une association plus claire 
avec la MP. Ceci est conforté par des études chez l’animal montrant qu’une intoxication par 
la roténone permet de récapituler plusieurs caractéristiques observées chez les patients 
parkinsoniens (Greenamyre et coll., 2010). 
D’autres études épidémiologiques portant sur le mode de vie, notamment le fait de 
vivre en milieu rural, ont également été réalisées. Les résultats suggèrent une augmentation 
du risque de développer la MP dans les milieux ruraux mais ces données restent toutefois 
controversées (Lai et coll., 2002). 
Les facteurs diminuant le risque de développer la MP apportent également des 
informations importantes concernant l’étiologie. Ainsi les données épidémiologiques 
montrent que le tabagisme et la consommation de caféine constituent des facteurs 
protecteurs (Ascherio et Chen, 2003 ; Thacker et coll., 2007). 
Les études chez l’homme mettent donc en évidence un rôle de l’environnement et 





2.4. Autres causes 
Outre les facteurs génétiques et environnementaux, d’autres causes ont été 




L’hypothèse infectieuse fut notamment énoncée suite à l’augmentation des  cas de parkinsonisme chez des 
personnes atteintes d’encéphalopathie de von Economo entre 1916 et 1927. En effet, l’apparition quasi-
simultanée d’une pandémie d’influenza a amené certains auteurs à relier les deux phénomènes (Casals et coll., 
1998). Plusieurs équipes ont montré que certaines souches d’influenza A sont neurotropiques et peuvent se 
retrouver dans le SNC après infection systémique (Takahashi et coll., 1995 ; Tanaka et coll., 2003 ; Klopfleisch et 
coll., 2006 ; Rigoni et coll., 2007). De la même manière, Jang et coll. ont mis en évidence une altération des 
neurones dopaminergiques transitoire avec persistance d’une microgliose jusqu’à 90 jours après infection 
intranasale de souris par une souche de H5N1 (Jang et coll., 2012 ; Jang et coll., 2009).  Ces données supportent 
en partie l’hypothèse initialement formulée par Braak et coll. d’un lien possible entre un épisode infectieux et 
la synucléinopathie caractéristique de la MP. En effet, les systèmes entérique et olfactif étant particulièrement 
exposés à l’environnement, il est intéressant de noter que les premières anomalies morphologiques associées à 
la MP, notamment la présence de corps et neurites de Lewy, sont observées dans ces ceux sites anatomiques 
(Braak et coll., 2003). En outre, des neurites de Lewy et une perte neuronale ont récemment été mis en 
évidence au niveau du système nerveux entérique du colon de patients parkinsoniens (Lebouvier et coll., 2010). 
Ces données suggèrent qu’une infection débutant au niveau entérique ou olfactif pourrait propager la maladie 
jusqu’au cerveau. De plus, une étude récente indique la présence de virus de l’influenza A dans les 
macrophages de SN de patients, supportant l’hypothèse d’une action cérébrale de ce virus, cependant ces 
données demandent à être confirmées (Rohn et Catlin, 2011). 
  
Origine auto-immune
Autre hypothèse souvent évoquées mais pas encore totalement démontrée, celle des mécanismes auto-
immuns. L’auto-immunité a lieu lorsque les mécanismes de tolérance immunitaire sont déficients et que des 
auto-antigènes sont reconnus par des auto-anticorps ou des cellules. Ainsi la mise en évidence d’une maladie 
d’étiologie auto-immune nécessite la démonstration d’un ou plusieurs auto-antigènes et de leurs auto-
anticorps associés ou de cellules auto-réactives spécifiques. De plus, ces réponses immunitaires doivent être 
responsables de la maladie. Un argument fort en faveur de l’auto-immunité s’obtient en transférant la maladie 
à un modèle expérimental. Par exemple en injectant des auto-anticorps ou des cellules auto-réactives qui vont 
ensuite conduire au développement de la pathologie. Ainsi, une étude a montré que des auto-anticorps 
réagissant par immunohistochimie avec les neurones dopaminergiques de la SN étaient présents dans le LCR 
chez 78% des patients et 3% des contrôles, suggérant la présence d’une population de cellules B productrice 
d’anticorps dirigés contre ces neurones dans la MP (Carvey et coll., 1991). A l’appui de ces données, Orr et coll. 
ont également rapporté la présence d’anticorps sur les neurones dopaminergiques de la SN et une forte 
immunoréactivité contre les IgG sur les corps de Lewy (Orr et coll., 2005). La présence d’anticorps anti-?-
synucléine a par ailleurs été détectée dans les formes familiales de MP (Papachroni et coll., 2007). Le rôle de ces 
immunoglobulines a par ailleurs été étudié en culture et chez l’animal. Ainsi Chen et coll. ont purifié des 
immunoglobulines de patients puis les ont injectées dans la SN de rats, entraînant une dégénérescence 
dopaminergique (Chen et coll., 1998). De plus Le et coll. ont montré que le LCR de patients parkinsoniens jouait 
un rôle cytotoxique sur des lignées cellulaires dopaminergiques sans cependant préciser le facteur impliqué (Le 
et coll., 1999). En résumé, plusieurs auteurs ont détecté la présence d’auto-anticorps chez les patients et ces 
immunoglobulines semblent jouer un rôle toxique sur les neurones dopaminergiques. Cependant un nombre 
plus important d’études semble nécessaire pour confirmer ces données. 
 
En résumé, les données concernant l’étiologie de la MP sont nombreuses. Une 
cause unique n’a pu être mise en évidence que dans les cas ayant une origine génétique 




génétiques et de facteurs environnementaux sont probablement à l’origine de la majorité 
des cas. D’autre part, il semble aujourd’hui de plus en plus évident qu’il existe plusieurs 
sous-types de maladies de Parkinson (Selikhova et coll., 2009). Le poids de chaque facteur 
étiologique et les mécanismes sous-tendant la pathologie pourraient donc être différents 
d’un patient à un autre, demandant ainsi un traitement spécifique (Obeso et coll., 2010). 
Cette médecine dite « personnalisée » est le grand défit de demain (Livre Blanc Parkinson). 
 
II. Hypothèses concernant les mécanismes de mort des neurones 
dopaminergiques 
Les données obtenues dans la pathologie réelle sont essentielles. S’agissant des 
analyses post-mortem sur le tissu cérébral, elles reflètent cependant un stade tardif de la 
maladie. Les études réalisées sur des échantillons biologiques périphériques (par exemple 
les analyses sanguines) peuvent permettre, quant à elles, d’obtenir des données à des stades 
plus précoces d’évolution mais ne reflètent pas nécessairement les mécanismes 
physiopathologiques centraux. La compréhension des mécanismes pathologiques repose 
donc sur l’utilisation de modèles de la maladie. Ces modèles peuvent alors être utilisés pour 
tester de nouvelles stratégies thérapeutiques avant leur application chez l’homme.  
 
1. Modèles animaux de la maladie de Parkinson 
Un bon modèle de maladie constitue un outil précieux dans la compréhension de la 
pathophysiologie et le développement de nouvelles thérapies. Quatre-vingt dix pourcent des 
cas de maladie de parkinson étant d’étiologie inconnue sa modélisation reste difficile. De 
fait, beaucoup de modèles ont été développés afin de récapituler les caractéristiques 
neuropathologiques et biochimiques de la maladie, cependant aucun ne reproduit 
l’ensemble de ces aspects. Certains, comme les modèles génétiques, permettent d’étudier 
plus en détails la synucléinopathie ou les dysfonctions mitochondriales. D’autres, comme les 
modèles toxiques, apportent plus d’information sur la neurodégénérescence et les 
mécanismes inflammatoires ainsi que les altérations mitochondriales. Par conséquent pour 





















Figure 3 : Critères de choix d’un modèle de maladie de Parkinson. En fonction de la question posée le modèle choisi 
reproduit différentes caractéristiques de la maladie de Parkinson, tant sur le plan de la symptomatologie que de la 
neuropathologie ou de la réponse au traitement. 
 
1.1. Modèles toxiques 
Plusieurs modèles toxiques ont été développés. Chez l’animal, l’administration du 
toxique peut être soit systémique, comme pour le MPTP ou la roténone, soit intracérébrale 
comme pour la 6-hydroxydopamine (6-OHDA). 
 
1.1.1 Modèle d’intoxication par le MPTP 
Comme indiqué précédemment, la mise en évidence de syndromes parkinsoniens 
provoqués par le MPTP a conduit à l’utilisation de cette neurotoxine chez l’animal pour 
modéliser la pathologie humaine (Jackson-Lewis et coll., 2012 ; Braungart et coll., 2004). 
L’utilisation du MPTP permet notamment de reproduire la dégénérescence dopaminergique, 
la réaction gliale et l’entrée cérébrale de cellules immunitaires périphériques. Ce modèle 








a) Mécanisme d’action du MPTP 
Son mécanisme d'action a été en partie décrit : 
après administration systémique, le MPTP, très lipophile, 
passe la barrière hémato-encéphalique en quelques 
minutes. Dans le cerveau, le MPTP est oxydé en 1-méthyl-4-
phényl-2,3-dihydropyridinium (MPDP+) par la monoamine 
oxydase B (MAO-B) présente dans les astrocytes et les 
neurones sérotoninergiques (Markey et coll., 1984). 
 Le MPDP+ est alors converti en MPP+ (1-méthyl-4-
phénylpiridinium), métabolite toxique du MPTP, et 
redistribué dans le milieu extracellulaire via le transporteur 
OCT-3 (Cui et coll., 2009). Le MPP+ étant une molécule 
polaire, un transporteur membranaire est nécessaire pour 
le faire entrer dans les cellules. Du fait de la très forte affinité du MPP+ pour le transporteur 
de la dopamine (TDA) celui-ci s'accumule essentiellement dans les neurones 
dopaminergiques (Javitch et coll., 1985 ; Gainetdinov et coll., 1997) (Figure 4).  
Au sein des neurones, le MPP+ peut : i) se lier au transporteur vésiculaire des 
monoamines 2 (VMAT-2) et être ainsi concentré dans les vésicules synaptiques (Takahashi et 
coll., 1997), ii) intéragir avec les enzymes cytosoliques telle que l'aldéhyde déhydrogénase 
(Klaidman et coll., 1993), iii) se concentrer dans la mitochondrie (Ramsay et Singer, 1986) où 
il bloque l'activité du complexe I de la 
chaîne de transport des électrons 
(Nicklas et coll., 1985). Ceci a pour 
conséquence : i) une diminution des 
taux d’adénosine triphosphate (ATP) 
(Fabre et coll., 1999) et ii) une 
augmentation de la production 
d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) 
(Hasegawa et coll., 1997) (Figure 5). Ces 
deux phénomènes pourraient ainsi 
contribuer au dysfonctionnement de 
voies moléculaires et conduire à la mort des neurones dopaminergiques.  
Figure 4. Représentation schématique 
du métabolisme du MPTP. Adapté de 
Dauer et Przedborski, 2003. 
Figure 5. Représentation schématique des voies d'action 




b) Modèles animaux 
Le MPTP a été essentiellement utilisé pour développer des modèles de MP chez le 
primate non humain (PNH) et la souris.   
Un intérêt majeur des modèles de PNH est la modélisation des déficits moteurs 
observés chez les patients. Ainsi l’akinésie, la bradykinésie, et les anomalies posturales sont 
couramment présentes bien que le tremblement de repos soit rarement observé (Hantraye 
et coll., 1993). Plusieurs voies d’administration ont été testées, depuis l’injection intra-
carotidienne produisant une lésion unilatérale en passant par de faibles doses multiples pour 
reproduire la dégénérescence progressive ou encore l’utilisation de très faibles doses de 
MPTP afin de produire des modèles présymptomatiques de la maladie (Guttman et coll., 
1990 ; Bezard et coll., 1997 ; Blanchet et coll., 1998). Le patron de mort neuronale 
dopaminergique ressemble à celui observé dans la MP : sensibilité supérieure de la SN par 
rapport à l’ATV et perte préférentielle dans les zones ventrales et latérales de la SNpc 
(Sirinathsinghji et coll., 1992 ; Varastet et coll., 1994). De plus des zones extra-
dopaminergiques telles que le locus cœruleus sont également touchées par le processus 
neurodégénératif (Forno et coll., 1986 ; Miyoshi et coll., 1988). Toutefois, l’un des défauts de 
ces modèles reste la dégénérescence dopaminergique rapide et massive, reproduisant des 
stades plutôt tardifs de MP. Par ailleurs, la formation de corps de Lewy n’est pas observée 
dans ce modèle (Halliday et coll., 2009). L’intérêt de ce modèle repose également sur 
l’excellente réponse des symptômes moteurs aux médications dopaminergiques utilisées 
chez les patients. D’où son intérêt pour la recherche de nouveaux traitements 
symptomatiques (Jenner, 2009). Il a également permis la mise en évidence d’une 
suractivation du noyau sous-thalamique conduisant au développement de la stimulation 
cérébrale profonde (Bergman et coll., 1990), une approche thérapeutique permettant 
d’améliorer les fonctions motrices des patients lorsque les symptômes moteurs ne peuvent 
plus être corrigés par les traitements symptomatiques classiques (Limousin et coll., 1998). 
Bien que le modèle PNH soit essentiel dans le développement de stratégies 
thérapeutiques, la dissection des mécanismes fins de la mort dopaminergique est réalisée 
chez la souris pour des raisons éthiques et pratiques. La souris est préférée au rat qui est 
quasiment insensible au MPTP lorsque celui-ci est administré par voie systémique (Chiueh et 
coll., 1984). Elément important, la sensibilité au MPTP varie en fonction du fond génétique. 




de MPTP (Hoskins et Davis, 1989). Bien que différentes voies d’administration du MPTP 
existent, la plus commune, fiable et reproductible reste l’injection systémique par voie sous-
cutanée ou intrapéritonéale. Néanmoins la souris ne développe pas de parkinsonisme 
classique. Le premier phénotype examiné est par conséquent la lésion de la voie nigrostriée 
associée à une gliose réactionnelle dépendants de la dose et du délai entre les injections 
(Sonsalla et Heikkila, 1986 ; Kohutnicka et coll., 1998). Si les inclusions protéiques 
intraneuronales ne sont en général pas observées dans ce modèle, certains auteurs ont 
rapporté leur présence notamment lorsque le MPTP est administré à l’aide de pompes 
osmotiques (Fornai et coll., 2005) ou lorsqu’il est utilisé en combinaison avec le probénécide, 
un agent uricosurique diminuant l’excrétion de certains médicaments (Meredith et coll., 
2002). Toutefois ces résultats restent à l’heure actuelle controversés (Alvarez-Fischer et coll., 
2008).  
Plusieurs régimes d’intoxication sont couramment utilisés. Ainsi, le mode dit aigu est 
l’un des plus employé. Il permet de produire une chute des taux de dopamine striatale de 
40% et plus ainsi qu’une perte neuronale d’au moins 30% (Jackson-Lewis et coll., 1995). Un 
autre modèle, développé entre autre par Tatton et Kish, consiste en une injection journalière 
pendant cinq jours. Ce régime dit « subchronique » produit une perte de dopamine striatale 
d’au moins 40% chez la souris C57BL/6 jeune, une mort dopaminergique par apoptose et 
une lésion stable 21 jours après administration du MPTP (Tatton et Kish, 1997). Du point de 
vue micro-anatomique la vulnérabilité différentielle entre ATV et SN est également observée 
chez la souris (German et coll., 1996). De plus, des atteintes du locus cœruleus chez la souris 
intoxiquée au MPTP ont été rapportées. Cependant, l’atteinte de structures extra-
dopaminergiques dépend du mode d’intoxication et de l’âge des animaux (Gupta et coll., 
1986 ; Seniuk et coll., 1990). 
En résumé, les modèles d’intoxication par le MPTP permettent l’étude des 
mécanismes conduisant à la dégénérescence dopaminergique et au développement d’une 
réaction neuroinflammatoire. 
 
1.1.2 Autres modèles toxiques 
En dehors du modèle MPTP, d’autres modèles toxiques utilisant notamment la 6-






Autres modèles toxiques de maladie de Parkinson
6-OHDA 
La 6-hydroxydopamine (6-OHDA) fut le premier modèle animal de MP associé avec une dégénérescence des 
neurones dopaminergiques de la SNpc (Ungerstedt, 1968). La structure de la 6-OHDA est très similaire à celle de 
la dopamine. Cependant, la présence d’un groupe hydroxyle rend cette molécule toxique pour les neurones 
dopaminergiques (Blum et coll., 2001). La 6-OHDA serait capable d’entrer dans les neurones 
catécholaminergiques via le transporteur de la dopamine et de la noradrénaline bien que ce mécanisme reste 
débattu (Blum et coll., 2001). Au sein des neurones, la 6-OHDA s’accumule dans le cytosol, elle serait alors auto-
oxydée et produirait un stress oxydant à l’origine de la dégénérescence dopaminergique (Sachs et Jonsson, 
1975). La 6-OHDA ne passe pas la barrière hémato-encéphalique et doit donc être injectée dans le cerveau par 
stéréotaxie. Les modèles les plus communs consistent à l’injecter de manière unilatérale dans le faisceau 
médian du télencéphale, la substance noire ou le striatum de rat (Javoy et coll., 1976 ; Jonsson, 1983). Les deux 
premières voies d’injection entraînent une mort rapide des NDA en 24h alors que l’injection striatale produit 
une dégénérescence plus progressive en une à trois semaines (Sauer et Oertel, 1994 ; Przedborski et coll., 
1995). Un avantage majeur de ce modèle est la possibilité d’utiliser chaque animal comme son propre contrôle 
du côté non lésé. Ces injections unilatérales entraînent un comportement moteur circulaire asymétrique et 
quantifiable après administration de drogues dopaminergiques en raison du déséquilibre entre le striatum lésé 
et le striatum intact (Hefti et coll., 1980). Ce modèle est donc particulièrement utile pour développer des 
drogues ciblant le système dopaminergique (Jiang et coll., 1993). Cependant les inclusions cytoplasmiques et les 
lésions extra-dopaminergiques observées dans la MP ne le sont pas dans ce modèle. 
Roténone 
La roténone est un composé naturel, inhibiteur sélectif du complexe I de la chaîne respiratoire mitochondriale 
(Ravanel et coll., 1984). Etant très lipophile la roténone passe aisément la barrière hémato-encéphalique 
(Talpade et coll., 2000). Contrairement au MPTP qui induit une inhibition du complexe I spécifiquement dans 
les neurones catécholaminergiques, la roténone l’inhibe de manière systémique. De manière intéressante, 
cette inhibition généralisée a également été observée chez les patients (Parker et coll., 1989; Schapira et coll., 
1989). Betarbet et coll. ont montré que l’administration intraveineuse de faibles doses de roténone chez le rat 
produit une dégénérescence des neurones dopaminergiques de la SN associée à des inclusions de type corps de 
Lewy (Betarbet et coll., 2000). De plus ces animaux développent une rigidité et une hypokinésie. Etant donné 
que la roténone peut librement entrer dans les cellules, ces données suggèrent que les NDA sont plus sensibles 
à l’inhibition du complexe I. Néanmoins, des études sur des rats infusés de façon chronique avec la roténone 
montrent que les neurones cholinergiques du striatum dégénèrent également dans ce modèle (Hoglinger et 
coll., 2003). De nouvelles études confortent l’intérêt du modèle de dégénérescence induit par l’injection de 
roténone. En effet, les animaux présentent plusieurs critères pathologiques de la MP : une activation 
microgliale, la translocation de DJ-1 à la mitochondrie, une altération du système ubiquitine-protéasome, une 
??????????? ?-synucléine au niveau du système entérique et des dysfonctions intestinales (Betarbet et coll., 
2002 ; Drolet et coll., 2004 ; Cannon et coll., 2009  ; Greene et coll., 2009). 
 
Il est intéressant de noter que toutes les toxines utilisées chez l’animal pour 
modéliser la MP ont une action sur la mitochondrie en inhibant les complexes I ou III de la 
chaîne respiratoire (Schober, 2004) et qu’une inhibition du complexe I de la chaîne 
respiratoire est également observé dans le cerveau des sujets parkinsoniens. Ces données 
suggèrent que des processus similaires pourraient être impliqués dans ces deux 
conditions. 
Un avantage majeur du MPTP est son utilisation chez la souris, il est donc aisé 
d’étudier des combinaisons d’altérations génétique et toxique chez des animaux 
génétiquement modifiés. 
Plus récemment de nombreux auteurs ont développé de nouveaux modèles en 
reproduisant chez l’animal les modifications génétiques observées chez les patients 





1.2. Modèles génétiques 
L’identification de mutations de gènes responsables de formes génétiques de MP a 
conduit au développement de nouveaux modèles animaux. 
De nombreux modèles de MP basés sur l’introduction de gènes mutés responsables 
des formes familiales ont été développés. Ils utilisent soit i) une surexpression de formes 
mutées ???????????-synucléine notamment) ou sauvages (?-synucléine pour récapituler les 
duplications et triplications) pour modeliser les formes familiales autosomiques dominantes 
de MP (Figure 6), ii) des stratégies de recombinaison homologue visant à inactiver un gène 
pour modéliser les formes récessives de maladie de parkinson (Parkin et PINK1 ; Figure 7).   






Figure 7 : Autres modèles de MP. D’après Chesselet et Richter, 2011. 
 
Les résultats issus de l’analyse phénotypique de ces modèles sont globalement 
décevants puisqu’une dégénérescence dopaminergique chronique et massive n’est jamais 
observée. Toutefois, certains d’entre eux permettent de récapituler la synucléinopathie 
caractéristique de la MP et sont en ce sens utiles pour comprendre les mécanismes à 
l’origine de cette synucléinopathie et pour en définir le rôle dans la pathogenèse. En marge 
de ces modèles, l’utilisation de vecteurs viraux, permettant de conduire l’expression de 
formes mutées des gènes responsables de formes familiales de MP, a en revanche permis de 
développer de nouveaux modèles récapitulant à la fois la dégénérescence dopaminergique 
et la synucléinopathie (Kirik et coll., 2002). Bien que l’utilisation de ces modèles reste lourde 
(elle nécessite des approches stéréotaxiques), elle permet néanmoins une modélisation plus 
fidèle de la pathologie réelle. 
En résumé les modèles génétiques nous apportent une meilleure compréhension 
de la pathophysiologie de la MP notamment de la synucléinopathie. Cependant un modèle 
permettant notamment de reproduire la synucléinopathie et la dégénérescence 
dopaminergique de manière concomitante constitue encore à l’heure actuelle un réel défi. 
Malgré l’intérêt de la classification de Braak cette difficulté pose aussi la question du rôle 
de la synucléinopathie dans les mécanismes de dégénérescence. Le facteur liant les deux 





1.3. Combinaison des modèles toxiques et génétiques 
Pour tenter de montrer l’importance des interactions gène/environnement dans le 
développement de la MP, plusieurs groupes ont utilisé des modèles combinant à la fois des 
approches génétiques et toxiques.  
Ainsi, certains auteurs ont intoxiqué des souris déficientes pour la synucléine avec du 
MPTP. Ces animaux présentaient une résistance vis-à-vis de la neurotoxicité suggérant une 
action combinée de ces deux facteurs dans la dégénérescence dopaminergique (Dauer et 
coll., 2002 ; Drolet et coll., 2004 ; Robertson et coll., 2004). 
Cependant, des modèles de souris intoxiquées au MPTP ou au paraquat et 
surexprimant ???-synucléine humaine normale ou mutée ont produit des résultats 
contradictoires probablement en raison des différentes voies d’administration du MPTP et 
des différentes modifications génétiques utillisées (Rathke-Hartlieb et coll., 2001 ; Dong et 
coll., 2002 ; Song et coll., 2004 ; Nieto et coll., 2006 ; Fernagut et coll., 2007). 
D’autres auteurs se sont intéressés à la combinaison de modèles toxiques et de 
modification des gènes impliqués dans les formes autosomiques récessives de la MP. La 
déficience de Parkin chez la souris n’a pas permis de modifier la susceptibilité au MPTP de 
ces animaux malgré l’utilisation de différents régimes d’intoxication (Thomas et coll., 2007). 
En revanche, des souris déficientes pour DJ-1 présentaient une hypersensibilité au MPTP 
alors que la surexpression de cette protéine protégeait les animaux du stress oxydant et de 
la mort neuronale (Kim et coll., 2005a). Enfin des souris recevant des injections intra-
striatales de vecteurs viraux conduisant à l’expression de PINK1 présentaient moins de 
dégénérescence dopaminergique après intoxication par le MPTP (Haque et coll., 2008).  
 
L’ensemble de ces résultats confirme l’intérêt de ces approches combinées dans 
l’étude des mécanismes de la maladie de parkinson. Le rôle possible d’une interaction 
entre facteurs génétiques et environnementaux semble également conforté par la 
majorité de ces études.  
L’utilisation de ces modèles animaux combinée aux études humaines a déjà permis 
de dégager plusieurs mécanismes potentiellement impliqués dans la pathologie. Des 
altérations mitochondriales, une augmentation du stress oxydant, des modifications 




ubiquitine/protéasome conduisant à l’apoptose et à l’autophagie pourraient notamment 
être impliqués dans la MP. 
 
2. Hypothèses de la mort neuronale 
 
2.1. Altérations mitochondriales 
Les mitochondries sont ubiquitaires dans les cellules eucaryotes. Elles ont de 
multiples fonctions en particulier la production d’adénosine triphosphate (ATP) par 
phosphorylation oxydative via la chaîne de transport d’électrons mais aussi la signalisation 
pour la mort cellulaire par apoptose (Schapira, 2007). Il est très intéressant de noter qu’au 
cours des dernières années les études génétiques et biochimiques dans la MP ont convergé 
vers les altérations mitochondriales et le métabolisme des radicaux libres comme voies de 
dégénérescence dopaminergique (Schapira, 2011). 
2.1.1 Déficience des complexes de la chaîne respiratoire 
La chaîne respiratoire mitochondriale est composée de quatre complexes protéiques 
associés à une ATP synthase permettant la production d’énergie par la cellule. Les premiers 
travaux de Schapira et coll. ont mis en évidence une déficience du complexe I de la chaîne 
respiratoire dans la substance noire de patients parkinsoniens (Schapira et coll., 1989). Mann 
et coll. en 1994 ont confirmé ce résultat et quantifié la diminution d’activité du complexe I à 
35% dans la substance noire (Mann et coll., 1994). Par ailleurs, cette altération n’a pas été 
retrouvée dans d’autres régions cérébrales comme le putamen, le noyau caudé ou le 
cervelet (Schapira et coll., 1990).  Une déficience en complexe I de 20% environ a également 
été mise en évidence dans les plaquettes de patients (Parker et coll., 1989 ; Krige et coll., 
1992 ; Haas et coll., 1995). Bien que controversée, cette altération a également été 
retrouvée dans le muscle squelettique des malades (Taylor et coll., 1994 ; Penn et coll., 
1995). Des investigations menées dans le modèle d’intoxication par le MPTP chez la souris et 
sur des mitochondries isolées ont montré que les modifications d’activité du complexe I de 
la chaîne respiratoire mitochondriale sensibilisent la cellule à l’apoptose (Perier et coll., 
2005). 
Outre ces altérations biochimiques, des modifications dans le génome mitochondrial 
ont été détectées. Etant donné que l’ADN mitochondrial (ADNmt) code pour 13 des 83 sous-




l’ADNmt constituaient une hypothèse prometteuse. Bien qu’un taux de délétion de 45% de 
l’ADNmt ait été mis en évidence dans la SN de sujets parkinsoniens, ce taux est toutefois 
similaire chez les individus âgés (Kraytsberg et coll., 2006 ; Bender et coll., 2006). Suite à ces 
résultats, Ekstrand et coll. ont mis au point une souris déficiente pour un facteur de 
transcription mitochondrial spécifiquement dans les neurones dopaminergiques. Ces souris 
présentaient une délétion d’ADNmt, un déficit de la chaîne respiratoire, une perte 
dopaminergique progressive, des symptômes moteurs répondant à la lévodopa et des 
??????????? ???????????????? ?-synucléine négatives (Ekstrand et coll., 2007). Ces données 
confirment donc un rôle central de la mitochondrie dans la dégénérescence neuronale déjà 
suggéré par les toxines dopaminergiques. 
Cette hypothèse est enfin confortée par une méta-analyse pangénomique récente 
qui a mis en évidence dix gènes associés à la MP et impliqués dans la chaîne de transport 
d’électrons, la biogenèse de la mitochondrie et du métabolisme du glucose (Zheng et coll., 
2010).  
L’ensemble de ces données suggère donc un rôle important de la mitochondrie 
dans la genèse de la MP et notamment des altérations de l’activité du complexe I de la 
chaîne respiratoire. En outre, plusieurs gènes impliqués dans des formes familiales de MP 
codent pour des protéines qui semblent réguler les fonctions et l’homéostasie 
mitochondriale comme nous allons le voir dans le chapitre suivant. 
 
2.1.2 Fonction des gènes mutés dans les formes familiales de maladie 
de Parkinson 
Plusieurs gènes mutés dans les formes familiales de MP codent pour des protéines 
localisées à la mitochondrie ou jouant un rôle dans sa fonction. Ainsi, la Parkin est une 
protéine ubiquitaire intracellulaire pouvant se lier au réticulum endoplasmique, à l’appareil 
de Golgi, aux vésicules synaptiques et à la mitochondrie (Shimura et coll., 1999 ; Stichel et 
coll., 2000 ; Kubo et coll., 2001). Sa fonction reste mal connue mais elle possède des 
domaines de liaison aux protéines et une activité E3 ligase impliquée dans la voie ubiquitine-
protéasome (Shimura et coll., 2000 ; Zhang et coll., 2000). Chez les patients présentant une 
mutation du gène parkin, l’activité des complexes I et IV de la chaîne respiratoire 




plus, des souris déficientes pour le gène parkin présentent une diminution d’activité des 
protéines de la chaîne respiratoire mitochondriale (Palacino et coll., 2004). Plus récemment 
des altérations mitochondriales sévères ont été observées dans les cellules gliales de souris 
génétiquement modifiées pour la Parkin (Schmidt et coll., 2011). Cependant les souris 
déficientes pour la Parkin ne développent pas de perte neuronale dopaminergique ni de 
formation d’inclusions intracytoplasmiques (Goldberg et coll., 2003).  
PINK1 est localisée à la mitochondrie (Silvestri L Hum Mol Gen 2005). Les souris 
déficientes pour PINK1 ne présentent pas d’anomalie majeure et le nombre de neurones 
dopaminergiques reste inchangé. Néanmoins, ces souris présentent des altérations 
mitochondriales modérées (Gautier et coll., 2008) potentiellement liées à une modification 
de l’homéostasie calcique mitochondriale (Gandhi et coll., 2009 ; Akundi et coll., 2011).  
DJ-1, quant à elle, est exprimée de façon ubiquitaire et localisée dans le cytosol et la 
mitochondrie (Zhang et coll., 2005a). Au niveau mitochondrial cette protéine joue un rôle 
protecteur contre le stress oxydatif (Andres-Mateos et coll., 2007). Si l’absence de DJ-1 chez 
la souris ne produit pas en soi de phénotype majeur, les animaux déficients pour DJ-1 
montrent une sensibilité accrue au stress oxydant après intoxication par le MPTP (Andres-
Mateos et coll., 2007 ; Goldberg et coll., 2005 ; Kim et coll., 2005a).  
Au total, plusieurs modèles génétiques de la MP pointent vers un rôle de la 
mitochondrie dans la MP. Un nombre important de travaux montre par ailleurs que ces 
altérations mitochondriales peuvent notamment conduire à l’augmentation du stress 
oxydant, un phénomène observé chez les patients et dans de nombreux modèles de MP. 
 
2.2. Stress oxydatif 
Un nombre assez important d’études a mis en évidence la présence d’un stress 
oxydant dans les échantillons biologiques de patients atteints de MP. Dans ces études, 
différents types de marqueurs ont été étudiés pour mesurer l’importance du stress oxydatif. 
Ces marqueurs révèlent la présence de modifications oxydatives des lipides, des acides 
nucléiques et des protéines. S’agissant des modifications lipidiques, une diminution des 
acides gras polyinsaturés très sensibles à l’oxydation, une augmentation du 
malondialdéhyde et du 4-hydroxy-2-nonénal, marqueurs d’oxydation lipidique, ont été mis 
en évidence dans la SN de patients parkinsoniens (Dexter et coll., 1989 ; Yoritaka et coll., 




de carbonyls, marqueurs des protéines solubles oxydées, sont également augmentés dans la 
SN de patients (Alam et coll., 1997a ; Floor et Wetzel, 1998). Enfin, la 8-
hydroxydeoxyguanosine, un marqueur de l’ADN oxydé (Shigenaga et Ames, 1991), est elle 
aussi très augmentée dans la SN des patients (Alam et coll., 1997b ; Nakabeppu et coll., 
2007). 
Plusieurs études ont également mis en évidence des altérations oxydatives dans le 
sang périphérique et le liquide céphalo-rachidien de patients (Selley, 1998 ; Kikuchi et coll., 
2002 ; Abe et coll., 2003 ; Buhmann et coll., 2004 ; Sohmiya et coll., 2004 ; Prigione et coll., 
2006 ; Nakabeppu et coll., 2007).  
Outre ces modifications oxydatives, des modifications de protéines impliquées dans 
la détoxification des espèces réactives de l’oxygène ont pu être détectées. En effet, l’activité 
de la SOD2 est augmentée dans le cerveau des patients (Saggu et coll., 1989 ; Poirier et coll., 
1994). L’expression de cette isoforme mitochondriale est inductible en réponse à une 
augmentation du stress oxydant, suggérant une augmentation d‘ERO mitochondriales dans 
la MP. A l’inverse, l’activité de la glutathion peroxydase et de la catalase, deux autres 
enzymes de détoxification, est diminuée dans le cerveau des patients suggérant une 
augmentation de sensibilité au stress oxydant (Ambani et coll., 1975 ; Kish et coll., 1985).  
En outre, plusieurs auteurs ont tenté d’identifier l’origine de ce stress oxydatif. Ainsi, 
l’augmentation d’activité de la SOD2 et l’inhibition du complexe I dans le cerveau des 
patients constituent des arguments en faveur d’une production mitochondriale d’ERO. De 
fait, plusieurs études menées sur des mitochondries isolées de rat ou de souris ont montré 
que la diminution d’activité du complexe I par la roténone ou le MPTP engendre une 
augmentation d’ERO (Hasegawa et coll., 1990 ; Ramsay et Singer, 1992 ; Barrientos et 
Moraes, 1999 ;  Perier et coll., 2005).  
La production d’ERO pourrait également être cytosolique. En effet, la capacité de la 
dopamine à s’auto-oxyder en dehors du compartiment vésiculaire synaptique supporte cette 
hypothèse (Lotharius et O'Malley, 2000). A noter que le MPP+ pourrait favoriser ce 
mécanisme en chassant du compartiment vésiculaire la dopamine lorsque celui-ci, 
transporté par le VMAT, s’accumule dans les vésicules synaptiques. Il est intéressant de 
noter que les neurones contenant de la neuromélanine, un produit d’auto-oxydation de la 




Outre la production intraneuronale de ce stress oxydatif, de nombreuses études 
suggèrent également que les cellules gliales réactives environnantes constituent une source 
importante d’ERO et d’espèces réactives de l’azote (ERA) comme cela sera présenté dans les 
chapitres suivants. 
L’ensemble de ces travaux suggère un rôle important du dysfonctionnement 
mitochondrial et du stress oxydant dans la dégénérescence dopaminergique.  
 
2.3. Déficit d’excitabilité des neurones 
Une autre hypothèse intéressante se base sur les propriétés électriques particulières 
des neurones dopaminergiques du mésencéphale. Etudiés in vivo chez la souris, les NDA 
présentent différents types de patrons de décharge spontanée allant du type pacemaker 
(émission régulière de potentiels d’action) au mode en bouffées (émission phasique de 
potentiels d’action) en passant par un mode aléatoire (Sanghera et coll., 1984 ; Kita et coll., 
1986). Ces modes de décharge sont contrôlés par une combinaison complexe de flux 
ioniques au travers de récepteurs canaux (Wolfart et Roeper, 2002 ; Komendantov et coll., 
2004) qui permettent aux neurones dopaminergiques d’optimiser la libération striatale de 
dopamine (Gonon et Buda, 1985). Outre ce rôle, l’activité électrique des neurones 
dopaminergiques pourrait jouer une fonction majeure dans leur survie tant au niveau 
embryonnaire (Murer et coll., 1999 ; Douhou et coll., 2001) que chez l’adulte. De façon 
intéressante l’utilisation du MPTP a permis de mieux comprendre l’importance de l’activité 
électrique dans la survie des neurones dopaminergiques chez l’adulte. En effet, des souris 
déficientes pour Kir6.2, une sous-unité d’un canal potassique permettant l’hyperpolarisation 
des neurones, présentent une vulnérabilité moindre aux effets neurotoxiques du MPTP (Liss 
et coll., 2005). Des études de patch-clamp sur des tranches de mésencéphale de souris 
contrôles ont permis de montrer que le MPP+ entraînait l’activation des canaux potassiques 
et l’hyperpolarisation des NDA (Liss et coll., 2005). En utilisant un autre inhibiteur du 
complexe I, la roténone, les auteurs ont montré que l’activation du canal potassique et 
l’hyperpolarisation des NDA de la SN dépendait de la production d’espèces réactives de 
l’oxygène. De manière intéressante, les concentrations en inhibiteurs du complexe I 
entraînant une activation des canaux potassiques dans les NDA de la SN n’avaient, en 
revanche, pas d’effet sur ceux de l’ATV connus pour être moins vulnérables dans la MP 





Au total, ces résultats montrent l’importance de l’activité électrique des neurones 
dopaminergiques dans leur survie et mettent en évidence un lien potentiel entre ce 
processus et le stress oxydant. 
 
2.4. Dysfonction des voies de dégradation protéique 
Comme pour d’autres maladies neurodégénératives, la présence d’agrégats 
protéiques caractéristiques a alimenté l’hypothèse selon laquelle un déficit des voies de 
dégradation protéique pourrait jouer un rôle majeur dans la genèse de la MP. L’homéostasie 
des protéines cellulaires est rendue possible par des systèmes de réparation et des 
mécanismes de dégradation efficaces assurés entre autres par les voies 
ubiquitine/protéasome et autophagie/lysosome.  
L’implication de la voie ubiquitine/protéasome a été suspectée depuis la mise en 
évidence de taux très importants d’ubiquitine dans les corps de Lewy (Kuzuhara et coll., 
1988) et, plus tard, la découverte de l’activité E3 ubiquitine-protéine ligase de la Parkin (Imai 
et coll., 2000 ; Zhang et coll., 2000). Plusieurs travaux mettant en évidence une altération 
des sous-unités du protéasome et une diminution de son activité dans la SN de patients ont 
également porté cette hypothèse (McNaught et Jenner, 2001 ; McNaught et coll., 2002 ; 
Furukawa et coll., 2002 ; McNaught et coll., 2003). Chez l’animal, une première étude de 
McNaught et coll. avait mis en évidence une dégénérescence dopaminergique progressive et 
la présence d’inclusions intracytoplasmiques chez des rats traités par des inhibiteurs du 
protéasome (McNaught et coll., 2004). Cependant, des travaux consécutifs dans d’autres 
laboratoires ont produit des résultats contradictoires (Schapira et coll., 2006 ; Zeng et coll., 
2006 ; BBove et coll., 2006 ; Kordower et coll., 2006 ; Landau et coll., 2007 ; Mathur et coll., 
2007). Il faut également noter que de nombreuses études effectuées tant chez l’homme que 
chez l’animal remettent en cause l’implication dans la MP des fonctions de dégradation 
protéique de la Parkin via le système ubiquitine/protéasome en faveur de ses autres 
fonctions (Corti et coll., 2011).  
Les mécanismes d’autophagie permettent également de dégrader les protéines et les 
organelles via les lysosomes (Luzio et coll., 2007). Les premières études d’Anglade et coll. ont 
montré la présence d’autophagosomes, des structures à double membrane, fusionnant avec 




très récemment par les travaux d’Alvarez-Erviti et coll. qui montrent que l’expression de 
deux protéines impliquées dans l’autophagie, LAMP2A et hsc70, est fortement diminuée 
dans la SNpc des patients parkinsoniens. En outre l’absence de LAMP2A dans des lignées 
cellulaires augmente la demi-???? ??? ???-synucléine suggérant que la diminution de son 
expression chez les patients pourrait favoriser une ???????????????????-synucléine (Alvarez-
Erviti et coll., 2010). Dehay et coll. ont par ailleurs montré une diminution du nombre de 
lysosomes et l’accumulation subséquente d’autophagosomes dans les neurones 
dopaminergiques des souris intoxiquées au MPTP et chez les patients (Dehay et coll., 2010). 
Ces données suggèrent donc que des déficits des voies de dégradation des 
protéines pourraient favoriser leur accumulation et donc la dégénérescence 
dopaminergique.  
 
2.5. Rôle de ???-synucléine 
???? ??????????????????????????????????????????-synucléine ont été et restent le sujet 
d’une importante recherche. Les données actuelles montrent que des fibrilles d’?-synucléine 
peuvent être formées via un processus multi-étapes qui débute avec la formation 
d’oligomères résultant de plusieurs monomères partiellement ???????? ??? ????????? ?. Ces 
oligomères catalyseraient ensuite la formation d’intermédiaires plus stables, les 
protofibrilles (Li et coll., 2001 ; Uversky et coll., 2001 ; Fink, 2006). Enfin, ces protofibrilles 
s’agrégeraient en fibrilles pour donner naissance à des structures plus larges notamment 
retrouvées dans les corps de Lewy (Fink, 2006). Au total, des d?????????????????????????-
synucléine pourraient donc conduire à l’accumulation de ces formes multimériques. 
Plusieurs études suggèrent que les formes pré-fibrillaires mais aussi les protofibrilles 
pourraient jouer un rôle toxique pour les NDA (Volles et coll., 2001 ; Volles et Lansbury, 
2002 ; Volles et Lansbury, 2003 ; Danzer et coll., 2007 ; Outeiro et coll., 2008 ; Karpinar et 
coll., 2009 ; Wright et coll., 2009). 
 
L’ensemble de ces modifications mitochondriales, électriques et d’agrégation 
protéique pourraient conduire à la mort cellulaire par apoptose des neurones 








Mécanismes de mort des neurones dopaminergiques par apoptose
Un mécanisme de mort des neurones dopaminergiques par apoptose a été suggéré par plusieurs études. Ainsi, 
Mochizuki et coll. ont tout d’abord détecté, par la technique TUNEL, une augmentation de l’ADN fragmenté 
dans la substance noire de patients. Ce résultat fut ensuite confirmé chez l’homme et la souris intoxiquée au 
MPTP par Tatton et coll. en utilisant des doubles marquages fluorescents et par Anglade et coll. par microscopie 
électronique (Mochizuki et coll., 1996 ; Anglade et coll., 1997a ; Tatton et Kish, 1997 ; Tatton et coll., 1998). 
L’apoptose peut impliquer 3 voies différentes i) la voie intrinsèque via la mitochondrie mettant en jeu des 
caspases et des protéines de la famille Bcl2, ii) la voie extrinsèque suite à la liaison de ligands spécifiques de 
récepteurs de la famille du TNF (tumor necrosis factor), iii) une voie réticulaire faisant également intervenir des 
caspases mais au niveau du réticulum endoplasmique. Cette dernière voie est mise en jeu lorsque le taux de 
protéines mal conformées devient trop élevé (Burke, 2008). Plusieurs études ont démontré l’implication de ces 
trois cascades apoptotiques dans la dégénérescence dopaminergique. Ainsi, des marqueurs de la voie 
intrinsèque tels que Bax, Bcl2 ou les caspases 3 et 9 activées ont été impliqués dans la mort des NDA chez les 
patients (Hirsch et coll., 1999 ; Hartmann et coll., 2000 ; Simunovic et coll., 2009). L’implication de la voie 
extrinsèque a été révélée par l’augmentation d’expression de la caspase 8 activée dans les NDA de patients 
(Hartmann et coll., 2001). Des modifications d’expression de Fas, de FADD et du TNF receptor 1 ont également 
été détectées (Mogi et coll., 1996 ; Ferrer et coll., 2000 ; Mogi et coll., 2000 ; Hartmann et coll., 2002). Enfin, des 
marqueurs de la voie réticulaire tels que pPERK (phosphorylated pancreatic ER kinase) sont augmentés dans les 
NDA de patients (Hoozemans et coll., 2007). Confortant également l’hypothèse d’une mort par apoptose des 
NDA, l’expression de p53, un facteur pro-apoptotique, n’est pas modifiée dans la substance noire de patients 
mais sa forme phosphorylée, potentiellement active, est augmentée (Mogi et coll., 2007 ; Nair et coll., 2006). 
Outre ces données chez l’homme, les études chez l’animal ont montré que l’administration de MPTP selon un 
mode subaigu entraîne une mort dopaminergique apoptotique (Tatton et Kish, 1997). Dans ces conditions 
l’expression de Bax et de la caspase 8, facteurs pro-apoptotiques est augmentée et celle de Bcl2, facteur anti-
apoptotique, est diminuée dans les neurones dopaminergiques de la SN (Vila et coll., 2001 ; Viswanath et coll., 
2001). Enfin,  les souris déficientes en Bax sont plus résistantes aux effets toxiques du MPTP, confirmant un rôle 
de l’apoptose dans les mécanismes de dégénérescence dopaminergique (Vila et coll., 2001). 
 
Les mécanismes intracellulaires conduisant à la mort des NDA sont probablement 
multiples et leur importance respective dans les différents modèles de MP et chez chaque 
patient pourrait être différente mais ils convergent vraisemblablement vers un mécanisme 
de mort cellulaire par apoptose.  
Parallèlement aux dysfonctions neuronales, de nombreuses études suggèrent 
dorénavant un rôle essentiel de mécanismes non autonomes de la mort neuronale faisant 
intervenir les cellules environnantes et en particulier les cellules gliales et des cellules du 
système immunitaire périphérique. Ces mécanismes sont présentés dans le chapitre 
suivant. 
 
III. Neurodégénérescence et neuroinflammation : mécanismes non 
autonomes de la mort neuronale  
 
Les mécanismes non autonomes de la mort neuronale suggèrent que les processus 




neurones mais peuvent être aussi modulés par des interactions avec les cellules voisines, en 
particulier les cellules gliales et les cellules immunitaires périphériques qui éventuellement 
infiltrent le parenchyme cérébral. Ces mécanismes sont à l’origine de processus 
neuroinflammatoires et reposent sur deux types de réponses immunitaires : innée et 
adaptative. 
 
1. Immunité innée et neuroinflammation 
 
1.1. Qu’est ce que l’immunité innée ? 
L’immunité innée constitue la première ligne de défense de l’organisme contre les 
épisodes infectieux ou lésionnels répondant rapidement aux dérèglements de l’homéostasie 
tissulaire. En périphérie, après activation, les macrophages initient le recrutement d’autres 
cellules immunitaires pour éliminer les pathogènes et restaurer l’intégrité tissulaire (Gordon 
et Taylor, 2005 ; Mosser et Edwards, 2008). Ces mécanismes s’appuient sur la production de 
nombreux médiateurs inflammatoires représentant les effecteurs moléculaires de cette 
réponse immunitaire innée. 
 
1.2. Les acteurs moléculaires  
Plusieurs acteurs moléculaires, dont  les cytokines et les enzymes oxydatives, sont 
impliqués dans la réponse inflammatoire. 
 
1.2.1 Cytokines 
Les cytokines constituent une famille de molécules de faible poids moléculaire 
permettant la communication cellulaire. Dans le système nerveux central elles ont des 
fonctions diverses dont la modulation de la réponse immunitaire, de la prolifération gliale ou 
encore de la libération de neurotransmetteurs (Merrill et Benveniste, 1996 ; Hanisch, 2002 ; 










Ces molécules activent des récepteurs membranaires couplés à des voies de 
signalisation intracellulaires mettant en jeu notamment des protéines kinases, des 
phosphatases et des facteurs de transcription.  
La plupart des types cellulaires du SNC peuvent exprimer les récepteurs aux cytokines 
et les microglies et les astrocytes semblent constituer la source majeure de ligands 
cytokiniques. Etant particulièrement hydrophiles, les cytokines passent difficilement la 
barrière hémato-encéphalique (Hopkins et Rothwell, 1995). Les cellules immunitaires 
périphériques pénétrant le parenchyme cérébral peuvent cependant constituer une source 
alternative et importante de cytokines dans le SNC (Merrill et Benveniste, 1996).  
Ces molécules ont également été classées selon leur activité biologique. Alors que 
des cytokines pro-???????????????????????????????? (interféron gamma) peuvent promouvoir 
une réponse immunitaire, les cytokines anti-inflammatoires comme l’interleukine (IL)-10 
peuvent diminuer cette réponse. L’intensité de la réponse inflammatoire va donc dépendre 
de l’équilibre subtil entre ces deux classes de cytokines afin de permettre une réponse 
efficace mais limitée dans le temps et l’espace. 
 
1.2.2 Les systèmes catalytiques du « burst » oxydatif 
Outre les cytokines, la réaction inflammatoire repose également sur l’expression de 
systèmes enzymatiques qui sont à l’origine d’une production importante d’ERO ou d’ERA et 
Table 2
Famille des cytokines (d'après Hopkins et Rothwell, 1995).
Famille de 
cytokines 
Membres Effets majeurs 
Interleukines IL-1, IL-2, …, IL-15 Immunorégulation
Chimiokines CCL5, CXCL7, CXCL10 … Chimio-attraction des leucocytes
Facteurs de nécrose 
tumorale
TNF-a, TNF-b Immunorégulation, cytotoxicité tumorale
Interférons INF- a, INF- b, INF- g




G-CSF, M-CSF, GM-CSF, IL-13
Croissance et différenciation des cellules 
progénitrices de la moelle osseuse, activation 
des fonctions des leucocytes matures
Facteurs de 
croissance
EGF, FGF, PDGF, TGF, ECGF Croissance cellulaire et différentiation
Neurotrophines BDNF, NGF, NT-3, NT-6, GDNF Croissance neuronale et différentiation 




qui participe à l’élimination, par exemple, des pathogènes dans un contexte infectieux. 
L’expression de ces systèmes catalytiques est notamment importante dans les macrophages 
activés. 
Ainsi la nicotinamide adenine dinucléotide (NADPH) oxydase est l’enzyme majeure de 
production de superoxyde (O2
-
) par les microglies activées (Babior, 1999 ; Gao et coll., 2003 ; 
Wu et coll., 2003 ; Wu et coll., 2005).  
La cyclooxygénase (COX) est également exprimée dans le cerveau, la COX-1 étant 
essentiellement microgliale et la COX-2 neuronale (Yamagata et coll., 1993 ; Schwab et 
Schluesener, 2003). L’expression  de la cyclooxygénase 2 est généralement induite par les 
cytokines (Vane 1998) et conduit à la production de prostaglandines qui permettent d’initier 
l’inflammation. La cytotoxicité de cette enzyme est en partie médiée par la production d’ERO 
(Hastings, 1995 ; Teismann et coll., 2003).  
 La myéloperoxydase (MPO), notamment exprimée par les cellules phagocytaires 
(Hampton et coll., 1998), permet l’utilisation de produits de dégradation du NO afin de 
produire des ERA (van der Vliet et coll., 1997). L’utilisation de souris déficientes en MPO a 
permis de mettre en évidence son rôle majeur dans la production de 3-nitrotyrosine durant 
les processus inflammatoires aigus (Gaut et coll., 2002). 
Enfin, l’isoforme inductible de l’enzyme de synthèse du monoxyde d’azote (NOSi), 
peu exprimée dans le cerveau à l’état physiologique normal, voit son expression augmenter 
considérablement dans les cellules gliales en condition pathologique (Simmons et Murphy, 
1992). 
 
1.3. Les acteurs cellulaires 
Dans le système nerveux central les acteurs cellulaires de cette immunité innée sont, 
pour l’essentiel, les cellules microgliales capables de monter une réponse inflammatoire. 
 
1.3.1 Les microglies  
Dans le système nerveux central, les macrophages tissulaires résidents sont 
représentés par les cellules microgliales et les macrophages périvasculaires. Les microglies 
sont d’origine myéloïde et représentent, chez la souris, 5 à 12% des cellules du SNC selon les 




pouvaient être recrutés en périphérie en condition pathologique (Ladeby et coll., 2005). En 
condition physiologique ce processus serait toutefois rare. Par ailleurs, les cellules 
microgliales résidentes sont en général capables de s’autorenouveller et d’augmenter leur 
nombre par mitose (Ajami et coll., 2007 ; Mildner et coll., 2007). Dans le cerveau adulte, les 
microglies sont considérées dans un état dit « quiescent » et présentent une morphologie 
extrêmement ramifiée (Hanisch et Kettenmann, 2007 ; Ransohoff et Perry, 2009). 
Cependant, des études d’imagerie in vivo montrent que les prolongements microgliaux 
explorent continuellement leur environnement à l’état physiologique (Davalos et coll., 2005 ; 
Nimmerjahn et coll., 2005). Etant particulièrement sensibles aux modifications de leur 
microenvironnement, elles peuvent passer rapidement d’un état « quiescent » à un état 
« activé » lors d’une lésion ou dans un contexte pathologique, par exemple, en présence de 
lipopolysaccharide (LPS), une endotoxine bactérienne (Zielasek et Hartung, 1996). Elles se 
caractérisent alors par des prolongements raccourcis et extrêmement ramifiés et un corps 
cellulaire hypertrophié. Ces modifications morphologiques s’accompagnent également de 
modifications moléculaires à travers la production de nombreuses molécules membranaires 
et cytoplasmiques et notamment des médiateurs inflammatoires (Kreutzberg, 1996). 
Certains auteurs suggèrent qu’en condition pathologique, les microglies peuvent 
adopter un large panel phénotypique dépendant du contexte inflammatoire (Perry et coll., 
2010). De façon extrêmement simplifiée, deux phénotypes majeurs se dégagent : un 
phénotype dit M1, ou pro-inflammatoire et un phénotype dit M2, ou anti-inflammatoire. 
Cette distinction phénotypique a été initialement étudiée et caractérisée au niveau des 
macrophages périphériques et est désormais évoquée pour les cellules microgliales 
(Martinez et coll., 2008 ; Saijo et Glass, 2011).  
Comme les macrophages périphériques, les cellules microgliales sont capables de 
reconnaître un nombre limité de molécules conservées au cours de l’évolution et partagées 
par de nombreux agents infectieux tels que le LPS ou des peptidoglycanes. Pour ce faire, les 
macrophages et microglies utilisent des récepteurs de reconnaissance de motifs 
moléculaires tels que les Toll-like receptors (TLRs). De nombreuses données in vivo et in vitro 
concernant l’activation microgliale ont été recueillies en utilisant le LPS qui se fixe sur le TLR4 
(Jack et coll., 2005).  En présence de LPS, les microglies produisent de nombreuses cytokines 
telles que l’interleukine (IL)-???? ????????????????????????-??????-????????????? ?????????Kim 




récepteurs peuvent également être activés par des signaux de danger libérés par les cellules 
eucaryotes en souffrance (Gris et coll., 2010 ; Zhang et coll., 2010b).  
En condition pathologique, les cellules microgliales peuvent présenter des antigènes 
via le CMH pour activer le système immunitaire adaptatif. La production de cytokines par ces 
cellules permet de moduler le comportement des cellules environnantes, en particulier les 
astrocytes et les cellules endothéliales vasculaires. En outre, les microglies peuvent 
également produire des ERO et des ERA via notamment la NADPH oxydase et la NOSi (Block 
et coll., 2007 ; Saijo et Glass, 2011). Enfin, une des fonctions majeure des cellules 
microgliales, tout comme les macrophages périphériques activés, est d’éliminer les débris 
cellulaires ou les pathogènes via leurs fonctions phagocytaires très efficaces (Neumann et 
coll., 2009).  
 
1.3.2 Les astrocytes 
Les astrocytes sont présents dans l’ensemble du système nerveux central. Ils sont en 
moyenne cinq fois plus nombreux que les neurones et leur réseau couvre l’ensemble du 
cerveau (Bushong et coll., 2002 ; Hamby et Sofroniew, 2010). Ces cellules jouent un rôle 
crucial dans le fonctionnement normal du SNC notamment au niveau de la régulation du flux 
sanguin, de l’apport d’énergie et de métabolites aux neurones, de la fonction et la 
plasticité des synapses et de l’équilibre en ions et neurotransmetteurs extracellulaires 
(Nedergaard et coll., 2003 ; Seifert et coll., 2006 ; Pellerin et coll., 2007 ; Barres, 2008 ; 
Sofroniew, 2009). D’autre part, les astrocytes répondent à toutes les formes de lésion du 
SNC telles que les infections, les traumas, les ischémies et les maladies neurodégénératives 
selon un processus habituellement appelé « astrogliose » (Pekny et Nilsson, 2005 ; 
Sofroniew, 2009). Ce phénomène d’astrogliose constitue un élément essentiel de la 
régulation de l’inflammation et de la réparation tissulaire (Sofroniew, 2005  ; Sofroniew, 
2009 ; Sofroniew et Vinters, 2010). Comme la réaction microgliale, la réaction astrocytaire se 
développe selon un processus graduel de modifications moléculaires et morphologiques 
conduisant à des phénotypes astrocytaires différents en fonction des signaux reçus 
(Sofroniew, 2009). D’un côté du spectre, les astrocytes peuvent produire des facteurs 
antioxydants comme le glutathion (Vargas et coll., 2008 ; Chen et coll., 2001), faciliter la 
réparation de la barrière hémato-encéphalique (BHE ; Bush et coll., 1999) ou internaliser des 




1999). D’un autre côté, ils peuvent exacerber l’inflammation en produisant des cytokines 
telles que CXCL10 ou CCL2 (Brambilla et coll., 2005 Brambilla et coll., 2009), produire des 
quantités neurotoxiques d’ERO (Hamby et coll., 2006) ou altérer la fonction de la BHE en 
produisant du VEGF (Argaw et coll., 2009). Cette fonction ambivalente contribue à alimenter 
le débat sur le rôle neuroprotecteur ou neurotoxique de ces cellules en condition 
pathologique. 
 
2. Immunité adaptative 
L’immunité adaptative, ou acquise, repose sur la mobilisation des cellules B, T et des 
cellules natural killers T (NKT). Ces cellules possèdent un large répertoire de récepteurs 
modifiés et sélectionnés au cours de la vie de l’individu leur permettant en théorie de 
reconnaître n’importe quel antigène rencontré. Après une première interaction avec 
l’antigène étranger, ces cellules peuvent persister chez l’hôte et constituent la mémoire 
immunitaire qui permet à l’organisme de répondre plus rapidement et efficacement à une 
nouvelle exposition de cet antigène étranger. Les lymphocytes T sont les effecteurs de la 
réponse cellulaire de cette immunité. Ils sont générés dans la moelle osseuse et maturent 
dans le thymus (Figure 8 ; Jenkinson et coll., 2006 ; Takahama, 2006 ; Hedrick, 2008). En 
revanche, les lymphocytes B, producteurs d’anticorps, sont les effecteurs de la réponse 
humorale et se développent et maturent dans la moelle osseuse.  
Concernant l’immunité cellulaire, les lymphocytes T subissent des réarrangements 
génomiques indépendants de la présence d’antigène au sein du thymus. Ceux-ci permettent 
??? ?????? ???? ???? ??? ????? ?????????? ????????????? ????? ???? ????? ???? ???????? ??? ??? ???? ????
cellules exprimant un TCR subissent ensuite un processus de sélection. D’une part une 
sélection positive, les lymphocytes possédant un TCR capable de se lier aux molécules du 
CMH reçoivent un signal de survie. D’autre part une sélection négative, les lymphocytes liant 




 et sont appelés lymphocytes cytotoxiques (Tc). Ceux qui se lient au CMH 
de classe II deviendront CD4
+







Figure 8 : Développement et sélection des thymocytes en lymphocytes T dans le thymus. a : Les progéniteurs T provenant 
de la moelle osseuse migrent dans le parenchyme du thymus à travers les vaisseaux enrichis au niveau de la jonction 




 double négatifs (DN), migrent vers la zone sous capsulaire et 





(DP). c : Les thymocytes DP interagissent avec les CETc ou les cellules dendritiques (CD) et subissent à la fois une 
sélection positive, ils survivent s’ils possèdent un TCR (T Cell Receptor) reconnaissant un antigène présenté par le CMH, 
et une sélection négative, ils subissent un processus de mort s’ils reconnaissent un antigène du soi. e : Les thymocytes DP 




. f : Au sein de la médullaire, les thymocytes 
SP interagissant avec les cellules épithéliales thymiques médullaires (CETm) subissent une seconde sélection éliminant 
les cellules autoréactives. Les cellules T régulatrices sont également produites dans la médullaire. g : Après un processus 
de maturation dans la médullaire d’approximativement 12 jours, les cellules T matures naïves retournent à la circulation 




Après s’être développés dans les deux organes lymphoïdes primaires, moelle osseuse 
et thymus, les lymphocytes circulent jusqu’aux organes lymphoïdes secondaires, en 
particulier les ganglions lymphatiques et la rate (Figure 9). Les réponses immunes 
adaptatives sont en grande partie générées dans ces organes sous l’influence de pathogènes 
circulants via des interactions avec les cellules du système immunitaire inné, en particulier 
les cellules présentatrices d’antigène (CPA) telles que les cellules dendritiques (Figure 9). Ces 
lymphocytes peuvent alors émigrer de la rate et des ganglions lymphatiques vers les 
différents organes pour exercer leur activité effectrice (Bonilla et Oettgen, 2010). 
 
L’immunité humorale est médiée par les anticorps produits par les plasmocytes qui 
se développent à partir des lymphocytes B sous le contrôle entre autre des lymphocytes T et 




 peuvent être activés par la liaison de leur TCR avec des 
peptides présentés par le CMH de classe I exprimé par la quasi-totalité des cellules. Ces 
lymphocytes sont capables d’éliminer les cellules infectées par des pathogènes 
intracellulaires en entraînant notamment leur mort par apoptose (Bonilla et Oettgen, 2010). 
Figure 9 : Interaction entre les lymphocytes naïfs T et les cellules dendritiques au sein des ganglions lymphatiques. a : Les 
cellules présentatrices d’antigènes migrantes telles que les cellules dendritiques (CD) portant un antigène entrent par les 
vaisseaux lymphatiques afférents et migrent vers les zones cellulaires B et T. Les antigènes libres entrent également par 
cette voie mais sont ensuite présentés par les cellules présentatrices d’antigènes résidentes. b : Les lymphocytes pénètrent 
dans les ganglions lymphatiques par des vaisseaux sanguins spécialisés, les HEV (High Endothelial Venules). Au sein du 
paracortex, les lymphocytes T matures naïfs reconnaissent leur antigène présenté par les cellules dendritiques entraînant 
leur prolifération et leur différentiation en cellules T effectrices. Ces lymphocytes quittent ensuite le ganglion lymphatique 




Pour ce faire ils utilisent principalement la sécrétion de perforines et de granzymes d’une 
part, et l’expression d’autre part, de Fas ligand (FasL), une molécule membranaire ou 
sécrétée entraînant un signal de mort en se fixant à son récepteur Fas sur la cellule cible 
(Kagi et coll., 1994 ; Lowin et coll., 1994).  
Les lymphocytes T CD4
+
 sont activés suite à la liaison entre leur TCR et un antigène 
présenté généralement par le CMH de classe II des cellules présentatrices d’antigène telles 
que les cellules dendritiques ou les macrophages. Leurs fonctions sont multiples : en 
produisant différentes cytokines ils peuvent aider les lymphocytes B à générer des anticorps, 
inciter les macrophages à augmenter leur activité antimicrobienne ou encore recruter des 
granulocytes au site inflammatoire.   
Quatre grandes voies de différenciation des lymphocytes CD4
+
 naïfs ont été décrites. 
Elles dépendent des signaux que ces cellules reçoivent lors de leur interaction initiale avec 
un antigène présenté par les CPA. Ces voies de différentiation conduisent au développement 
de lymphocytes effecteurs de type Th1, Th2, Th17 ou Treg (lymphocyte T régulateur). 
????????????????????????????????????????????-12, les lymphocytes se différencient en 
Th1. Ces lymphocytes  Th1 sont impliqués dans la réponse aux pathogènes intracellulaires et 
dans l’induction de maladies auto-immunes (Mosmann et Coffman, 1989 ; Paul et Seder, 
1994).  Ils produisent essentiellement l’IL-??????????????????????????????????????????????????de 
moduler la réaction immunitaire innée. De plus, il a été montré que certains lymphocytes 
Th1 peuvent avoir une activité cytotoxique via l’expression de FasL (Hahn et Erb, 1999). 
Les lymphocytes Th2 sont activés en présence d’IL-4 et d’IL-2. Ils interviennent dans 
la réponse immunitaire contre les parasites extracellulaires et produisent notamment de l’IL-
4 et de l’IL-10 (Mosmann et Coffman, 1989 ; Paul et Seder, 1994). Ils sont impliqués dans les 
pathologies allergiques chroniques.  
Les lymphocytes Th17 sont impliqués dans la réponse aux bactéries extracellulaires 
et aux champignons (Weaver et coll., 2006). Ils interviennent également dans de 
nombreuses maladies auto-immunes. Les lymphocytes naïfs se différencient en Th17 en 
présence de TGF-?????????-21.  Ils produisent notamment de l’IL-17 et de l’IL-21.  
Enfin les lymphocytes T régulateurs se développent en présence de TGF-?????????-2. 
Ils jouent un rôle crucial dans la régulation de la réponse immunitaire et le maintien de la 
tolérance au soi (Sakaguchi, 2004). L’augmentation de leur nombre ou de leur fonction 




peuvent agir par contact cellulaire ou en produisant des cytokines telles que le TGF-?????????-
10 (Asseman et coll., 1999 ; Asseman et coll., 2003 ; Li et coll., 2006 ; Li et coll., 2007).  
Ces deux versants de la réponse immunitaire sont essentiels en conditions 
physiologique et pathologique. Un nombre croissant d’études tant épidémiologiques, 
neuropathologiques que biochimiques chez l’homme et des expériences chez l’animal 
montrent des dérégulations de ces processus non autonomes dans la MP. 
 
3. Neuroinflammation et maladie de Parkinson 
Trois types d’études indiquent que les processus neuroinflammatoires peuvent 
contribuer au risque de développer la MP.  
Dans les études sur échantillons sanguins, des concentrations élevées de la cytokine 
proinflammatoire Il-6 corrélaient avec une augmentation du risque de MP. Cependant en 
raison du nombre limité de participants ces données demandent confirmation (Chen et coll., 
2008).  
Plusieurs études génétiques ont analysé la relation entre un polymorphisme de gènes 
associés à la neuroinflammation et le risque de développer une maladie de Parkinson. Ainsi 
???? ??????????????? ????? ??? ????? ??????? ????? ??? ?????? ???? ?romoteur ou le récepteur 
TNFR1 sont associés à une augmentation ou une diminution du risque de développer la 
pathologie (Kruger et coll., 2000 ; Wu et coll., 2007). Les études d’association portant sur l’IL-
??????l’IL-???????produit des résultats plus contrastés. En effet, les recherches de Wahner et 
coll. ont mis en évidence une augmentation du risque de développer la MP associée à des 
polymorphismes de ces gènes mais d’autres équipes n’ont pas reproduit ces résultats 
(Mattila et coll., 2002 ; Schulte et coll., 2002 ; Moller et coll., 2004 ; Wahner et coll., 2007).  
En outre, certains polymorphismes n’augmenteraient le risque de développer la 
maladie que dans une sous-population de patients. Par exemple, un polymorphisme dans le 
promoteur du récepteur monocytaire CD14 augmenterait le risque chez les femmes mais  
pas  chez les hommes (Lin et coll., 2006).  
Enfin d’autres allèles, sans affecter directement le risque de MP, pourraient affecter 
l’âge de début de la maladie comme l’allèle 122 de l’IFN???Mizuta et coll., 2001).  
Au cours des dernières années, l’utilisation de nouvelles techniques d’association 
pangénomique ont permis de mettre en évidence plusieurs variants associés à la MP dans le 




Genomics et coll., 2011). Bien que les premières études d’association aient été effectuées 
sur un nombre restreint de patients, les dernières études sur le gène HLA comptaient 
plusieurs milliers de personnes et constituent donc un argument fort en faveur d’un rôle de 
l’inflammation et en particulier de la réponse immune adaptative dans la MP. 
Les données épidémiologiques tendent également à démontrer un rôle des 
processus inflammatoires dans cette pathologie. L’implication des anti-inflammatoires non 
stéroïdiens (AINS), connus pour diminuer l’activité de la COX et les taux d’ERO (Dubois et 
coll., 1998), dans le risque de développer la MP a ainsi été l’objet de plusieurs études. Une 
étude prospective sur les utilisateurs chroniques d’AINS indiquait une diminution du risque 
de développer la MP chez ces personnes (Chen et coll., 2003 ; Bower et coll., 2006). Des 
données similaires ont été retrouvées dans une large cohorte de personnes utilisant 
l’ibuprofène, un inhibiteur non sélectif de la COX-2 (Chen et coll., 2005 ; Stone et coll., 2009). 
Cependant d’autres études n’ont pas répliqué ces résultats ou ont montré un bénéfice chez 
les hommes mais un risque augmenté chez les femmes (Hernan et coll., 2006 ; Ton et coll., 
2006 ; Hancock et coll., 2007). Récemment, une méta-analyse réalisée sur des études 
publiées entre 1966 et 2008 indiquait que globalement les AINS ne modifiaient pas le risque 
développer une MP (Samii et coll., 2009). Toutefois, une analyse restreinte à l’ibuprofène 
confirmait un rôle protecteur partiel de ce médicament (Samii et coll., 2009). Gao et coll.,  
ont également retrouvé cet effet spécifique de l‘ibuprofène lors d’une large étude 
prospective (Gao et coll., 2011). 
 
Au total ces données suggèrent un rôle pathogénique de l’inflammation dans la MP 
sans toutefois en apporter la preuve formelle. Néanmoins, des données post-mortem 
obtenues sur le cerveau des patients ainsi que des études chez l’animal ou en culture 
cellulaire viennent conforter l’hypothèse d’un rôle des réponses immunes à la 
neurodégénérescence dans cette pathologie. 
 
 
3.1. Immunité innée dans la maladie de Parkinson 
Plusieurs études ont rapporté l’existence d’une réaction microgliale dans la 
substance noire chez les patients atteints de MP et dans de nombreux modèles animaux de 




Associée à cette réaction microgliale, on note par ailleurs une augmentation 
d’expression de certains médiateurs inflammatoires classiquement exprimés par les cellules 
microgliales activées tels que le TNF-??? ????-6 et l’IL-?? (Boka et coll., 1994 ; Mogi et coll., 
1994a ; Hunot et coll., 1999 ; Imamura et coll., 2003). Ces caractéristiques 
neuroinflammatoires ont également été observée chez des patients intoxiqués 
accidentellement avec le MPTP qui, non seulement, ont développé une maladie qui 
progressait malgré l’absence du facteur étiologique et qui de plus, présentaient à l’autopsie 
de nombreuses cellules microgliales activées dans la SNpc, suggérant un processus 
neurodégénératif toujours actif. Cette observation surprenante a été récapitulée chez le 
singe intoxiqué par le MPTP où là encore des microglies activées ont été détectées parfois 14 
ans après l’initiation de la maladie (McGeer et coll., 2003 ; Barcia et coll., 2004 ; Kanaan et 
coll., 2008 ; Vazquez-Claverie et coll., 2009). Par ailleurs, de nombreux modèles murins de 
MP présentent une activation microgliale. Ainsi, chez des souris intoxiquées par le MPTP on 
a pu observer une augmentation rapide du nombre de microglies activées (Kohutnicka et 
coll., 1998 ; Kurkowska-Jastrzebska et coll., 1999b ; Kurkowska-Jastrzebska et coll., 1999a). 
Quarante huit heures après injection de 6-OHDA dans le striatum de rat, une activation 
microgliale et une production d’ERO par la NADPH oxydase ont également été rapportées 
(Rodriguez-Pallares et coll., 2007). Cette activation microgliale a aussi été reproduite chez 
des rats traités à la roténone (Sherer et coll., 2003). Enfin, des souris double mutantes pour 
???-synucléine présentaient une augmentation du nombre de microglies activées et 
d’expression de facteurs pro-inflammatoires (Su et coll., 2009). 
Afin de définir le rôle de cette réaction microgliale dans la pathogénèse de la MP, 
plusieurs équipes ont cherché à réprimer cette activation cellulaire ou à inhiber la 
composante toxique de cette réponse à l’aide d’approches génétiques et pharmacologiques 
Ainsi l’utilisation de minocycline et de pioglitazone  a permis de montrer le rôle délétère ce 
ces cellules vis-à-vis des NDA dans différents modèles de MP (Du et coll., 2001 ; He et coll., 
2001 ; Breidert et coll., 2002 ; Wu et coll., 2002 ; Swanson et coll., 2011). Autre exemple, des 
souris déficientes pour la NADPH oxydase ou la NOSi montrent une résistance vis à vis des 
effets toxiques du MPTP suggérant que la fonction inflammatoire des microglies activées 





 Une autre série d’études s’intéressant aux mécanismes d’activation des cellules 
microgliales par la souffrance et/ou la mort des NDA renforce l’hypothèse selon laquelle 
l’activation microgliale joue un rôle délétère dans la MP. En effet, des expériences de culture 
cellulaire ont montré que plusieurs molécules produites par les neurones dopaminergiques 
????????????????????????????????????????????? ???????????????????-synucléine nitrée, oxydée ou 
agrégée stimulerait les microglies engendrant une inflammation et un stress oxydant 
(Ischiropoulos et Beckman, 2003 ; Croisier et coll., 2005). De plus, la phagocytose par les 
?????????????????-synucléine extracellulaire agrégée favoriserait également leur activation et 
la mort des neurones (Zhang et coll., 2005b). La neuromélanine et la MMP-3 libérées par les 
neurones dopaminergiques en conditions de stress conduisent également à l’activation 
microgliale (Wilms et coll., 2003 ; Kim et coll., 2005b). En outre, des souris déficientes pour la 
MMP-3 ne présentaient pas d’activation microgliale et une moindre dégénérescence 
dopaminergique après intoxication par le MPTP (Kim et coll., 2007). 
 
Au total, l’ensemble de ces données suggère un rôle de la réponse immunitaire 
innée, médiée notamment par les cellules microgliales, dans la mort neuronale au cours de 
la MP. Plus récemment, un rôle du système immunitaire adaptatif dans ces processus a 
également été évoqué et sera abordé dans le chapitre suivant. 
 
3.2. Immunité adaptative dans la maladie de Parkinson 
Outre les études post-mortem sur tissu humain décrivant la présence de lymphocytes dans la 
SN des sujets parkinsoniens, des modifications inflammatoires périphériques ont également 
été observées chez ces patients. Ainsi, des anticorps reconnaissant différents composants 
des neurones dopaminergiques ont été détectés dans le sérum et le LCR de quelques 
patients (McRae-Degueurce et coll., 1988 ; Rowe et coll., 1998). Une diminution de 









, ont été mises en évidence dans le sérum des patients suggérant une 
activation périphérique des cellules T (Bas et coll., 2001). Une augmentation de lymphocytes 
T régulateurs révélée par les marqueurs FOXP3 et CD25 a également été détectée dans le 
sérum de malades bien que Baba et coll. aient observé une diminution du nombre de ces 
cellules, une diminution de la quantité de CD4
+
 et une augmentation de la quantité de CD8
+
 




2007). En outre, le ratio de lymphocytes T positifs pour l’IFN? par rapport à ceux positifs 
pour l’IL-4 était augmenté, suggérant un changement phénotypique de type 





 a été observée dans le sérum des patients (Hisanaga et coll., 2001). Le taux 
de ces lymphocytes augmente en général suite à une infection virale, suggérant qu’une telle 
infection pourrait jouer un rôle dans la pathogenèse ou que les patients sont plus sensibles 
aux infections en raison d’une modification de leur statut immunitaire. Bien 
qu’intéressantes, ces données obtenues à partir d’échantillons sanguins restent toutefois 
difficilement interprétables sagissant notamment du rôle physiopathologique de la réponse 
immune adaptative au niveau central. Toutefois, plusieurs études récentes ont permis 
d’obtenir les premiers éléments suggérant un lien entre les processus immunitaires 
adaptatifs et neurodégénératifs et sont par conséquent à l’origine de  nouvelles hypothèses 
physiopathologiques qui font l’objet d’un intérêt croissant.  
Ces processus ont fait l’objet d’études dans les modèles expérimentaux de MP. Une 
première étude de Kurkowska-Jastrzebska et coll. en 1999, puis confirmée par Brochard et 




 dans la 
substance noire de souris après intoxication par le MPTP (Kurkowska-Jastrzebska et coll., 
1999b ; Brochard et coll., 2009). De manière intéressante, l’utilisation de souris 
immunodéficientes SCID (severe combined immunodeficiency), rag1
-/-
 ??? ????-/- a montré 
que les lymphocytes T jouaient un rôle délétère dans le processus de dégénérescence 
dopaminergique (Benner et coll., 2008 ; Brochard et coll., 2009). En outre, Brochard et coll. 
ont précisé que les lymphocytes CD4
+
 constituaient la population toxique via un mécanisme 
impliquant la signalisation FasL (Brochard et coll., 2009). 
Un lien entre cette réponse immunitaire adaptative et les mécanismes 
physiopathologiques à l’œuvre dans la MP a été proposé. Ainsi, selon l’hypothèse formulée 
????????????????????????????? ??????? ????????????????????????????-synucléine (nitration de 
résidus tyrosines dans la partie C terminale de la protéine) augmente l’immunogénicité de 
cette protéine qui est alors capable d’échapper à la tolérance immunitaire (Hodara et coll., 
2004 ; Ohmori et Kanayama, 2005 ; Uversky et coll., 2005)?????? ????????????????????????-
synucléine semblent être extrêmement efficaces pour induire une réponse immunitaire 
adapatative comme l’ont montré des protocoles d’immunisation chez la souris (Benner et 




???-synucléine sauvage, est caractérisée par une réponse de type Th1 et Th17 
proinflammatoire qui, transférée à des souris hôte, exacerbe la lésion nigro-striée 
provoquée par le MPTP (Reynolds et coll., 2010). Ainsi, un lien direct entre la réponse 
immunitaire innée, notamment supportée par les cellules microgliales, et la réponse 
immunitaire adaptative peut-être établi. Les cellules microgliales activées étant en partie à 
l’origine du stress oxydatif qui peut conduire à la formation de néo-épitopes pathologiques. 
Au regard du rôle pathogénique de la réponse immunitaire adaptative à la 
neurodégénérescence, des stratégies visant à moduler cette réponse pourraient avoir un 
intérêt thérapeutique. Et de fait, cette stratégie a été testée par le groupe de Gendelman et 
montre que, chez des souris intoxiquées par le MPTP, le transfert adoptif de lymphocytes T 
spécifiques du copolymère I,  confère une protection significative contre la mort neuronale 





 de souris immunisées avec le copolymère I, ont montré que les cellules CD4
+
 
jouaient le rôle protecteur au niveau dopaminergique (Laurie et coll., 2007). Ces résultats 
suggéraient un rôle des lymphocytes T régulateurs. Reynolds et coll. ont vérifié cette 
hypothèse en injectant des lymphocytes T régulateurs aux souris avant intoxication par le 
MPTP. Ce transfert de lymphocytes entrainait une très forte protection au niveau neuronal 
(Reynolds et coll., 2007). 
L’ensemble de ces données met en évidence les multiples facettes de l’immunité 
adaptative potentiellement protectrice mais également fortement délétère selon les 
conditions d’activation lymphocytaire. 
 
Au total, l’ensemble de ces données suggère un rôle pathogénique de la réponse 
immune adaptative à la neurodégénérescence dans la MP. Cette réponse immunitaire 
pourrait donc constituer une cible thérapeutique potentiellement intéressante. Deux 
stratégies principales peuvent être évoquées. D’une part, des stratégies visant à moduler 
ou antagoniser cette réponse délétère (par exemple via l’utilisation de copolymère I 
comme présenté précédemment). D’autre part, des stratégies permettant d’empêcher 
l’infiltration cérébrale de ces populations lymphocytaires. C’est notamment sur cette 
dernière stratégie qu’un effort important a été apporté dans le traitement de la sclérose 
en plaque, une maladie du système nerveux central dont on pense qu’elle est d’origine 




Ainsi, le blocage de cette infiltration par un anticorps anti-?????????? ?4 permettant aux 
cellules immunitaires de passer de la circulation sanguine au cerveau, a permis de ralentir 
l’évolution de la maladie dans des modèles animaux et chez l’homme (Engelhardt et 
Kappos, 2008). La compréhension des mécanismes moléculaires qui sous-tendent le 
processus d’infiltration cérébrale des lymphocytes constitue donc une voie de recherche 
prometteuse.  
 
IV. Mécanismes d’infiltration cérébrale des leucocytes 
Les leucocytes regroupent plusieurs populations cellulaires du système immunitaire 
inné dont les granulocytes, les monocytes, les macrophages ainsi que les cellules du système 
immunitaire adaptatif. Ces cellules peuvent entrer dans le parenchyme cérébral à l’état 
physiologique pour effectuer une surveillance immunitaire mais également lors de lésions 
aigues ou de pathologies inflammatoires chroniques. Nous allons maintenant présenter les 
différentes voies d’entrée des leucocytes dans le système nerveux central, le processus de 
passage des leucocytes à travers la barrière hémato-encéphalique et enfin les interactions 
moléculaires permettant cette infiltration cérébrale. 
 
1. Voies d’entrée principales 
Afin d’obtenir une vision cohérente de l’entrée des leucocytes dans le système 
nerveux central, il est important de rappeler l’anatomie vasculaire de cet organe. Le SNC est 
protégé par un squelette osseux, le crâne, et entouré des méninges, constitués d’une triple 
membrane, la plus externe étant la dure-mère, puis l’arachnoïde et la plus interne, la pie-
mère (Figure 10). Le système artériel suit la surface du cerveau dans l’espace sous-
arachnoïdien contenant le LCR et situé entre l’arachnoïde et la pie-mère. Ces vaisseaux 
artériels peuvent pénétrer dans le parenchyme cérébral (Figure 10). Ils sont alors entourés 
des espaces périvasculaires de Virchow-Robin assurant une continuité avec l’espace sous-
arachnoïdien et le LCR (Figure 10). Chez l’homme, ce LCR est produit dans les plexus 
choroïdes situés dans les quatre ventricules cérébraux. Le LCR circule des ventricules à 
l’espace sous-arachnoïdien puis est résorbé dans la circulation générale à travers les 
villosités arachnoïdiennes qui s’étendent dans le sinus veineux de la dure-mère (Figure 8). Le 
système artériel cérébral est également connecté aux veines superficielles corticales et aux 




généralement admis que le cerveau est un organe dans lequel les réactions immunitaires  
sont bien plus contrôlées qu’en périphérie. Ce contrôle est réalisé à plusieurs niveaux. Au 
niveau anatomique la barrière sang-LCR et la BHE régulent les capacités d’échange entre le 
système immunitaire et le SNC.  On distingue trois zones principales d’entrée des leucocytes 
dans le cerveau : i) du sang au LCR au niveau des plexus choroïdes, ii) du sang à l’espace 
sous-arachnoïdien dans les méninges, iii) du sang au parenchyme cérébral à travers la 
barrière hémato-encéphalique (Figure 8 ; Ransohoff et coll., 2003 ; Cipolla, 2009).  
 
 
Figure 10 : Voies d’entrée des leucocytes dans le parenchyme cérébral. i) Plexus choroïdes, ii) Voie méningée, iii) Barrière 
hémato-encéphalique. D’après Wilson et coll., 2010. 
 
1.1. Plexus choroïdes 
Cette première voie d’entrée des leucocytes dans le cerveau est soumise aux 
contraintes de la barrière sang-LCR. Le fait que le LCR contienne près de 3000 leucocytes par 
millilitre suggère qu’elle constitue une voie d’entrée importante. Lors de ce processus 




des plexus choroïdes puis migrent dans le stroma jusqu’aux villosités épithéliales non 
fenestrées et traversent cet épithélium pour passer dans le LCR ventriculaire (Ransohoff et 
coll., 2003). Cette voie semble être utilisée par les lymphocytes en condition physiologique 
pour surveiller le SNC (Carrithers et coll., 2002). De façon intéressant les leucocytes dans le 
LCR humain présentent un phénotype différent des leucocytes sanguins pointant vers un 
mécanisme d’extravasation spécifique pour certaines populations leucocytaires. En effet, les 
neutrophiles qui constituent la population majoritaire de leucocytes sanguins sont rarement 
retrouvés dans le LCR. Au contraire les lymphocytes T constituent 80% des cellules du LCR 
alors qu’ils représentent au maximum 45% des leucocytes sanguins (Svenningsson et coll., 
1995).  
 
1.2. Les méninges 
En périphérie du parenchyme cérébral les leucocytes peuvent entrer dans le LCR au niveau 
des vaisseaux de la pie-mère et se retrouvent dans l’espace sous-arachnoïdien. De là ils 
doivent passer une barrière dite glia limitans superficialis, composée des podocytes ou des 
corps cellulaires astrocytaires pour entrer dans le parenchyme cérébral (Figure 11 ; Owens et 
coll., 2008). 
Tout comme la voie choroïdienne, la voie méningée jouerait un rôle majeur dans la 
surveillance immunitaire du cerveau en condition physiologique. Il a ainsi été proposé que 
les lymphocytes T CD4
+
 mémoire cherchent des antigènes présentés par les nombreux 
macrophages présents dans l’espace sous-arachnoïdien (McMenamin, 1999 ; Engelhardt et 
































Figure 11 : Architecture des vaisseaux sanguins pénétrant dans le paranchyme cérébral. A : Les vaisseaux superficiels 
situés dans l’espace sous-arachnoïdien (6) pénètrent dans le parenchyme. Les leucocytes pénètrent dans le parenchyme 
au niveau des veinules post-capillaires de différents diamètres (jaune et entre les zones jaune et rouge). Les veinules 
post-capillaires et les capillaires sont séparés du neuropile par 2 membranes basales et la glia limitans formée par les 
pieds astrocytaires. B : Les veinules post-capillaires sont entourées d’un espace périvasculaire de Virchow-Robin. C : Les 
solutés pénètrent préférentiellement au niveau des capillaires qui ne possèdent pas d’expace périvasculaire entre la 
membrane basale des cellules endothéliales vasculaires et la glia limitans perivascularis (rouge). EPV : Espace 
périvasculaire de Virchow-Robin. Adapté d’Owens et coll., 2008.  
 
1.3. La barrière hémato-encéphalique 
Les vaisseaux sanguins présents dans l’espace sous arachnoïdien pénètrent dans le 
parenchyme cérébral formant des vaisseaux intermédiaires entre l’espace sous arachnoïdien 
et les vaisseaux cérébraux (Figure 11). Nous utiliserons le terme de barrière hémato-
encéphalique pour regrouper d’une part les capillaires, de diamètre inférieur à 6 µm au 
niveau desquels a lieu la diffusion de solutés, et d’autre part les veinules post-capillaires, de 
diamètre inférieur à 50 µm au niveau desquelles les leucocytes entrent dans le parenchyme 
cérébral (Zhang, 1999 ; Bechmann et coll., 2007). La distinction entre ces deux types des 
vaisseaux est parfois difficile car il existe une continuité entre ces deux types de vaisseaux 
avec par conséquent l’existence de zones intermédiaires (Owens et coll., 2008). La BHE, au 
niveau des veinules post-capillaires, est constituée de trois compartiments distincts : la paroi 
vasculaire, l’espace périvasculaire de Virchow-Robin et la glia limitans perivascularis (Figure 
11). La paroi vasculaire constitue la première barrière à franchir par les leucocytes. Elle est 




serrées formant ainsi un endothélium non fenestré empêchant la diffusion passive de 
molécules. L’espace périvasculaire, situé entre la membrane basale de la paroi vasculaire et 
la membrane basale du neuropile contient des cellules périvasculaires qui peuvent être des 
CPA et des péricytes. Enfin, la glia limitans perivascularis formée par les pieds astrocytaires 
et sa membrane basale constituent une seconde barrière entre le sang et le parenchyme 
cérébral (Owens et coll., 2008). 
Au niveau du mésencéphale ventral, la voie d’entrée la plus probable des leucocytes 
semble être la BHE étant donné la présence de nombreux vaisseaux sanguins et 
l’éloignement des ventricules et de la pie-mère.  
Nous pensons donc que les lymphocytes parenchymateux observés dans la SN de 
patients et de souris intoxiquées par le MPTP ont passé cette BHE. Par conséquent, il est 
important de comprendre les différentes étapes permettant l’entrée des lymphocytes dans 
le parenchyme cérébral à travers cette BHE.  
 
2. Cascade moléculaire conduisant à la diapédèse dans le système nerveux central 
Le passage des cellules endothéliales en tant que tel, la diapédèse, est précédé de 
plusieurs étapes faisant intervenir des signaux moléculaires permettant aux leucocytes de 
détecter leur site d’entrée et de ralentir leur vitesse dans le flux sanguin. 
 
2.1. Un processus multi-étapes 
Quatre étapes majeures mettant en jeu différentes molécules ont été mises en 







Nos connaissances sur le processus d’infiltration leucocytaire dans le SNC ont 
beaucoup bénéficié des nombreuses études réalisées chez les patients atteints de SEP 
(sclérose en plaque) et dans l’experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), son 
modèle animal. Ces études ont notamment permis de montrer que deux grandes familles de 
molécules sont impliquées dans l’infiltration cérébrale des leucocytes, à savoir les molécules 
d’adhésion et les chimiokines. 
Figure 12 : L’inflammation cérébrale induit la production de cytokines dont des chimiokines (points rouges et verts) par 
les cellules parenchymateuses et endothéliales. Les signaux inflammatoires induisent l’expression de sélectines (crochets 
bleus) et de CAMs, en particulier ICAM-1 et VCAM-1 par les cellules endothéliales. Les chimiokines sont produites par, ou 
transloquées à travers, les cellules endothéliales et présentées dans la lumière du vaisseau. Les leucocytes exprimant les 
récepteurs au ligands correspondants effectuent une cascade d’adhésion en 3 étapes : 1) le roulement faisant intervenir 
des sélectines 2) l’activation via des chimiokines 3) l’adhésion forte grâce à l’interaction de CAMs (crochets rouges) 
présentées par l’endothélium et d’intégrines à la surface des leucocytes (crochets verts). Ils passent alors à travers la 
paroi vasculaire lors d’un processus appelé diapédèse. Après être passés à travers la membrane basale endothéliale les 
leucocytes atteignent l’espace périvasculaire. Des signaux d’activation supplémentaires probablement fournis par les 
macrophages périvasculaires ou les péricytes leurs permettent de passer la membrane basale du parenchyme et la glia 
limitans perivascularis (Engelhardt et Ransohoff, 2005 ; Luster et coll., 2005 ; Ley et coll., 2007 ; Owens et coll., 2008). 
EPV : Espace périvasculaire de Virchow-Robin. 
 
Des signatures moléculaires locales, constituées par une combinaison de 
chimiokines et de molécules d’adhésion, favorisent ainsi l’extravasation des leucocytes 
exprimant les ligands aux récepteurs correspondants au niveau du site inflammatoire 
(Owens et coll., 2008). Ces deux familles de molécules ainsi que leur rôle dans le 





2.2. Implication des molécules d’adhésion 
 
2.2.1. Description de la famille des molécules d’adhésion et de leurs 
rôles physiologiques 
Les molécules d’adhésion sont des protéines membranaires impliquées dans 
l’adhésion de cellules entre elles ou avec la matrice extracellulaire. Elles sont classées en 
quatre groupes dans lesquels on distingue les cadhérines, les intégrines, les cell adhesion 
molecules (CAMs) et les sélectines.  
Les cadhérines jouent des rôles majeurs dans le développement embryonnaire, la 
formation de feuillets épithéliaux ou endothéliaux et le développement axonal dans le SNC 
(Takeichi, 1993). Ces molécules sont généralement responsables d’interactions 
homophiliques entre cellules adjacentes (Takeichi, 1995 ; Yap et coll., 1997). 
Les intégrines jouent un rôle dans de nombreux processus biologiques tels que 
l’organogenèse, la thrombose ou encore la migration leucocytaire (Hynes, 1992 ; Springer, 
1994 ; Shattil et Ginsberg, 1997). Ces protéines sont composées de deux sous-????????????????
Les intégrines constituent une famille de plus de vingt hétérodimères différents. Elles sont 
capables de lier certaines molécules de la matrice extracellulaire ainsi que des CAMs. Celles 
jouant un rôle important ????? ????????????? ????????????? ????? ??????????????? ??? ?????????2 
[notamment LFA-????L?2)] et ?????????????????????4, VLA-????4?1??????4?7.  
Les CAMs appartiennent à la famille des immunoglobulines. Elles jouent un rôle 
essentiel dans le développement du système nerveux, le développement embryonnaire et  la 
réponse immunitaire (Springer, 1990 ; Tessier-Lavigne et Goodman, 1996). Les CAMs les 
mieux caractérisées pour leur rôle dans la migration des leucocytes sont les intercellular cell 
adhesion molecules (ICAMs) qui ?????? ???? ??????????? ?2, la vascular cell adhesion molecule 
(VCAM-1) qui ???? ??? ??????????????????? ????? ? ???????????? ?4?1 et la mucosal addressin cell 
adhesion molecule (MAdCAM-1) qui intéragit avec VLA-4 (Johnston et coll., 1996 ; Artis et 
coll., 2000 ; Constantin et coll., 2000 ; Rivera-Nieves et coll., 2005). 
Les sélectines, quant à elles, comportent trois membres : les E-sélectines 
(endothéliales), les L-sélectines (leucocytaires) et les P-sélectines (plaquettaires et 
endothéliales). Elles se lient à des glycoprotéines de surface telles que le P-selectin 
glycoprotein ligand 1 (PSGL-1). L’adhésion médiée par les sélectines ne dure que quelques 




récepteur clé initiant la capture des cellules immunitaires au niveau des organes lymphoïdes 
et des tissus inflammés ou lésés (Rosen, 2004). L’expression des P- et E-sélectines par les 
cellules endothéliales est essentiellement inductible et ces protéines sont importantes dans 
le recrutement de la majorité des leucocytes dont les lymphocytes T aux sites 
d’inflammation (McEver, 2002). Les propriétés adhésives des sélectines et de leurs ligands 
peuvent notamment être régulées par leur distribution membranaire et leur association 
avec le cytosquelette d’actine (Hafezi-Moghadam et coll., 2001). 
 
2.2.2 Fonctions des molécules d’adhésion dans les pathologies 
inflammatoires 
Le blocage de molécules d’adhésion par des anticorps monoclonaux a déjà été testé 
en clinique pour plusieurs pathologies inflammatoires périphériques ou centrales. En effet, 
??? ???????? ??? ???????????? ?L qui, ????? ???????????? ?2, forme le complexe LFA-1, s’est révélé 
prometteur en clinique avec l’utilisation de l’Odulimomab pour le rejet des greffes et 
l’Efaluzimab pour le psoriasis (Ulbrich et coll., 2003). De même le Natalizumbab, un anticorps 
??????????????????????4 s’est avéré très efficace en clinique. Il a notamment permis d’inhiber 
l’infiltration cérébrale de cellules Th1 dans la SEP et la maladie de Crohn en bloquant 
??????????????????????????????4?1-VCAM1 ???????????????4?7-MADCAM1 (Ghosh et coll., 2003 ; 
Miller et coll., 2003). Cependant, ?????????????????????????????????????????????????????????4 a 
conduit à l’augmentation de susceptibilité aux infections chez certains patients atteints de 
SEP. En effet près d’un patient sur 1000 développait une leuco-encéphalopathie multifocale 
progressive, une maladie potentiellement mortelle du SNC (Yousry et coll., 2006).  
Ces nouveaux traitements ciblant les molécules d’adhésion impliquées dans 
l’infiltration leucocytaire sont donc très encourageants. Néanmoins une meilleure 
connaissance des sous-populations leucocytaires infiltrant le cerveau dans chaque 
pathologie et des mécanismes moléculaires impliqués s’avère indispensable. De plus une 
meilleure compréhension des pathologies opportunistes contrôlées par ces cellules sera 
également importante pour prévenir l’apparition d’effets secondaires graves.  
Dans un objectif thérapeutique il peut également être intéressant de cibler les 
molécules de la famille des chimiokines dont beaucoup sont impliquées dans le 





2.3. Implication des chimiokines 
 
2.3.1. Description de la famille des chimiokines 
Les chimiokines sont de petites molécules de 7 à 10 kDa appartennant à la famille des 
cytokines et comprenant approximativement cinquante ligands (Laing et Secombes, 2004) et 
vingt récepteurs (Murphy, 2002). Elles ont été séparées en quatre groupes selon la position 
de quatre cystéines situées dans leur région N-terminale. Les deux groupes les plus larges 
sont les CXC et les CC. Les deux premières cystéines du groupe CXC sont séparées par un 
acide aminé alors que celles du groupe CC sont adjacentes (Rossi et Zlotnik, 2000 ; 
Fernandez et Lolis, 2002). Les deux derniers groupes contiennent d’une part les chimiokines 
C ne possédant que la première et la quatrième cystéine, et d’autre part le groupe CX3C dans 
lequel les deux premières cystéines sont séparées par trois acides aminés (Rossi et Zlotnik, 
2000). Les récepteurs aux chimiokines sont nommés en fonction du groupe de ligands 
auquel ils se lient préférentiellement (Figure 13). Ces récepteurs appartiennent à la famille 
des récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs). En général les RCPGs peuvent lier de 
nombreux types de protéines G cependant la majorité des réponses induites par les 
chimiokines sont inhibées par la toxine pertussique, indiquant un effet essentiellement 
médié par les protéines G?i (Murphy, 1996 ; Neves et coll., 2002).  
Les chimiokines sont également classées en chimiokines proinflammatoires ou 
homéostatiques selon leur fonction préférentielle dans des processus infectieux et 













































Figure 13 : Représentation de la famille des chimiokines et de leurs récepteurs chez l’homme et la souris. Les chimiokines 
peuvent en général se lier à plusieurs récepteurs et un même récepteur peut souvent fixer plusieurs ligands. Malgré la 
redondance apparente de ce système, l’action de deux chimiokines sur un même récepteur entraîne en général 
l’activation de voies de signalisation différentes. D’après Proudfoot, 2002 et Nomiyama et coll., 2010. 
 
Les chimiokines sont bien décrites pour leur rôle dans le trafic des cellules 
immunitaires périphériques en condition physiologique et pathologique (Baggiolini, 1998 ; 
Rot et von Andrian, 2004). Cependant, elles ont été impliquées dans bien d’autres fonctions 
cellulaires telles que la formation des organes lymphoïdes, la modification des molécules 
d’adhésion, l’angiogenèse, le développement des lymphocytes Th1 et Th2, la croissance 




coll., 1991 ; Cocchi et coll., 1995 ; Forster et coll., 1996 ; Campbell et coll., 1999 ; Benelli et 
coll., 2006 ; Zlotnik, 2006). Outre leurs rôles en périphérie, les chimiokines agissent 
également dans le SNC dans des processus tels que la transmission synaptique et la 
neuroinflammation (Bertollini et coll., 2006 ; Ubogu et coll., 2006). 
 
2.3.2. Fonctions des chimiokines dans la neuroinflammation. 
Le rôle des chimiokines dans l’infiltration cérébrale des leucocytes a été largement 
étudié dans le modèle EAE (Constantin, 2008). A la lumière de ces études, il est clair que 
cette famille de molécules est essentielle à l’infiltration de l’ensemble des grandes 
populations immunitaires circulantes (cellules myéloïdes, granulocytes, lymphocytes). De ces 
données se dégage également l’idée que certains groupes de chimiokines sont 
préférentiellement utilisés pour le recrutement de sous populations leucocytaires 
spécifiques même si ceci n’est pas toujours le cas. Elles sont notamment impliquées dans le 
processus d’activation des leucocytes leur permettant d’adhérer fortement à l’endothélium 
vasculaire. Après l’étape de roulement, les leucocytes peuvent être stimulés par les 
chimiokines exposées à la surface de l’endothélium vasculaire. Une signalisation 
intracellulaire entraîne alors une adhésion forte du leucocyte à travers deux mécanismes de 
modification des intégrines (Dustin et Springer, 1989). D’une part, des changements 
conformationnels dans les domaines extracellulaires des intégrines augmentent leur affinité 
pour leurs ligands endothéliaux lors d’un processus appelé régulation d’affinité (Carman et 
Springer, 2003). D’autre part, les intégrines se regroupent alors à la surface du leucocyte, un 
phénomène appelé régulation de la valence (Bazzoni et Hemler, 1998).   
 
a) Recrutement des cellules myéloïdes 
Dans le SNC de souris développant l’EAE où des monocytes s’accumulent en grand nombre, 
ceux-ci se différencient en macrophages et participent à la pathogénèse. Ces monocytes 
utilisent préférentiellement le récepteur CCR2 pour entrer dans le cerveau (Geissmann et 
coll., 2003). De plus ce récepteur joue un rôle en condition pathologique. En effet, des souris 
déficientes en CCL2 ou recevant un anticorps bloquant anti-CCR2 sont résistantes à l’EAE 
(Izikson et coll., 2000 ; Huang et coll., 2001 ; Gaupp et coll., 2003 ; Mahad et Ransohoff, 




l’interaction CCR2-CCL2 permet le recrutement des monocytes dans le SNC inflammé 
(Mildner et coll., 2007 ; Ransohoff, 2007). 
b) Recrutement des granulocytes 
En général, les neutrophiles ne semblent pas être recrutés dans le parenchyme 
cérébral. Cependant dans les phases précoces de certains modèles d’EAE, un nombre 
substantiel de neutrophiles semblent pouvoir infiltrer le SNC (McColl et coll., 1998). Dans ces 
conditions, l’inactivation de CXCR2 est associée à une absence de neutrophile intracérébrale 
et à un score clinique extrêmement abaissé dans le modèle EAE. A l’inverse, le transfert de 
quelques neutrophiles possédant CXCR2 restaure le phénotype inflammatoire dans ce 
modèle d’étude (Carlson et coll., 2008).  
c) Recrutement des lymphocytes 
L’infiltration lymphocytaire est également un phénomène majeur dans la sclérose en 
plaque et son modèle l’EAE. 
Plusieurs chimiokines (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL17, CCL19, CCL20, CCL21, CCL22, 
CXCL10 et CXCL12) sont capables d’induire l’activation des intégrines ?1, ?2 et ?7 dans les 
lymphocytes leur permettant d’adhérer à l’endothélium vasculaire et préparant ainsi le 
processus de diapédèse (Laudanna et coll., 2002).  
En fonction de la signature cytokinique présente au site inflammatoire, différentes 
chimiokines vont être induites permettant le recrutement de populations leucocytaires 
spécifiques. Par exemple, CXCR3, CXCR6 et CCR5 sont préférentiellement exprimés par les 
Th1 (Figure 14 ; Viola et Luster, 2008 ; Qin et coll., 1998) alors que CCR3, CCR4 et CCR8 sont 
principalement exprimés par les Th2 (Sallusto et coll., 1998 ; Nagata et coll., 1999 ; Viola et 
Luster, 2008). Plus récemment, il a été montré que les lymphocytes Th17 expriment CCR4 et 
CCR6 et potentiellement CCR2 et CCR9 (Acosta-Rodriguez et coll., 2007 ; Sato et coll., 2007 ; 
Singh et coll., 2008 ; Webb et coll., 2008). Les lymphocytes T régulateurs, quant à eux, ont la 
capacité d’exprimer différentes combinaisons de récepteurs aux chimiokines en fonction de 
leur localisation. Ainsi ils peuvent exprimer CCR4 et CCR7 pour migrer aux organes 
lymphoïdes ou CCR5 pour entrer aux sites d’inflammation (Yurchenko et coll., 2006 ; Kang et 

























Figure 14 : Expression des récepteurs aux chimiokines par les sous-types de lymphocytes T CD4
+
. Les lymhocytes T CD4
+
 
naïfs peuvent se différencier plusieurs sous-types lymphocytaires selon les facteurs présents dans l’environnement 
celulaire notamment Th1, Th2, Th17 et Treg et exprimer préférentiellement différentes combinaisons de récepteurs aux 
chimiokines. D’après Ward et Marelli-Berg, 2009. 
 
Les chimiokines lymphoïdes CCL19 et CCL21, connues pour leur rôle dans l’arrêt des 
lymphocytes naïfs aux veinules des organes lymphoïdes secondaires, sont aussi exprimées 
par les veinules cérébrales inflammées. Ceci explique en partie l’accumulation de cellules 
CCR7
+
 dans les lésions inflammatoires caractéristiques du modèle EAE (Kivisakk et coll., 
2004). Par ailleurs, ces données corroborent d’autres résultats plus récents montrant une 
augmentation d’expression de CCL19 au niveau des sites lésionnels chez les patients atteints 
de sclérose en plaque (Krumbholz et coll., 2007). 
Parfois, certaines chimiokines contribuent, non pas à l’infiltration cérébrale et 
parenchymateuse, mais au contraire restreignent certaines cellules immunitaires dans 
l’espace périvasculaire. Par exemple, CXCL12 qui est exprimée sur les cellules endothéliales 
de la moelle épinière en condition normale et au début de l’EAE, limite l’entrée dans le 
parenchyme cérébral des cellules mononuclées CXCR4
+
 comme le montre l’infiltration très 
étendue de ces cellules dans la substance blanche de souris traitées avec un antagoniste 
spécifique de CXCR4 (McCandless et coll., 2006). 
Des expériences de microscopie intravitale effectuées au début de l’EAE ont montré 
que CCL2 et CCL5 sont impliquées dans l’arrêt des leucocytes sur les veinules inflammées 
(dos Santos et coll., 2005). De manière intéressante l’expression de CCL2 et CCL5 est 




regard de l’expression de CCR5 détectée sur des lymphocytes présents dans les lésions, il a 
été suggéré que le couple CCR5-CCL5 jouait un rôle essentiel dans la migration 
lymphocytaire cérébrale au cours de la SEP (Sorensen et coll., 1999). 
Autre récepteur potentiellement important dans la migration lymphocytaire dans le 
SNC, CXCR3, spécifique des chimiokines CXCL9, CXCL10 et CXCL11 peut initier une adhésion 
rapide des lymphocytes au niveau des parois vasculaires. Toutefois des données parfois 
contradictoires ont été obtenues concernant son rôle dans l’extravasation lymphocytaire 
dans le SNC (Liu et coll., 2005 ; Muller et coll., 2010). Si l’administration d’anticorps anti-
CXCL10 diminue l’incidence de l’EAE, sa sévérité et l’infiltration de cellules mononucléées 
(Fife et coll., 2001), des souris Cxcl10
-/-
 ou traitées avec un anticorps dirigé contre CXCL10 ne 
présentaient pas ce phénotype dans d’autres études (Narumi et coll., 2002 ; Klein et coll., 
2004). Par ailleurs, les souris déficientes pour CXCR3 présentent un phénotype aggravé dans 
le modèle EAE (Liu et coll., 2006). Une étude de Müller et coll. a contribué à interpréter ces 
différences en montrant que l’augmentation de sévérité observée chez les souris Cxcr3
-/-
 
pouvait être expliquée par un rôle de barrière moléculaire joué par CXCL10 qui, 
disparaissant, permettrait aux lymphocytes d’accéder plus facilement au parenchyme 
cérébral et de délivrer leur fonction effectrice délétère (Muller et coll., 2007). Pour mieux 
comprendre les différences observées par ces différents auteurs il est par ailleurs important 
de noter que les modèles d’EAE utilisés n’étaient pas identiques que ce soit au niveau de 
l’espèce (rat ou souris) ou au niveau de la voie d’immunisation. Ces résultats pourraient 
également être interprétés à la lumière de données récentes montrant que CXCL10 peut 
subir des modifications post-traductionnelles changeant son action d’agoniste de CXCR3 à 
une action antagoniste via un clivage N-terminal par la protéase DPP4 (Rot et von Andrian, 
2004 ; Casrouge et coll., 2011).  Ces données nous montrent que les fonctions d’une même 
chimiokine peuvent être différentes en fonction des conditions pathologiques et nous 
invitent à la prudence avant de pouvoir transférer ces connaissances à d’autres pathologies 
du SNC telle que la MP. 
Des données concernant l’infiltration lymphocytaire au niveau de l’épithélium des 
plexus choroïdes ont également montré que la production de CCL20 est nécessaire pour le 





En conclusion, les chimiokines jouent un rôle majeur dans l’infiltration des 
leucocytes à travers la BHE en condition inflammatoire. De plus, de nombreux 
antagonistes des récepteurs aux chimiokines sont actuellement développés en clinique, 
ouvrant une voie prometteuse pour réguler la neuroinflammation (Proudfoot et coll., 
2010).  
L’expression des chimiokines dans des modèles de MP a elle aussi été rapportée 
par plusieurs groupes, néanmoins leur fonction dans cette pathologie reste globalement 
méconnue. 
 
2.3.3. Expression des chimiokines dans la maladie de Parkinson. 
Quelques études ont été réalisées sur les fluides de patients. Par exemple, 
l’expression de CX3CL1 était augmentée dans le LCR d’individus atteints de MP (Shi et coll., 
2011). Au niveau du compartiment sanguin, une augmentation d’expression de CCL3 a 
également été mise en évidence notamment dans les cellules mononuclées (Reale et coll., 
2009). Enfin, un taux élevé de CCL5 a été rapporté dans le sérum des patients atteints de MP 
(Rentzos et coll., 2007). Toutefois, cette augmentation pourrait être liée à la dopathérapie 
(Gangemi et coll., 2003). 
Si les études chez les sujets parkinsoniens restent rares, plusieurs équipes ont en 
revanche analysé l’expression de ces ligands dans les modèles de maladie de parkinson chez 
l’animal. Ces études mettent en avant une expression augmentée des ARNm codant pour 
plusieurs ligands et notamment CCL2, CCL3, CCL4 et CXCL10 dans le striatum ou 
mésencéphale ventral de souris intoxiquées par le MPTP (Pattarini et coll., 2007 ; L'Episcopo 
et coll., 2011). 
Les quelques études fonctionnelles menées chez le rat ou la souris se sont 
intéressées à définir le rôle de récepteurs aux chimiokines préférentiellement monocytaires 
et microgliaux. En outre, des souris déficientes pour CCL2 étaient tout aussi vulnérables aux 
effets neurotoxiques du MPTP que leurs congénères sauvages (Sriram et coll., 2006 ; 
Pattarini et coll., 2007 ; O'Callaghan et coll., 2008). Par contr, des souris déficientes pour le 
gène Cx3cr1 présentaient une exacerbation de la dégénérescence dopaminergique causée 
par le MPTP (Cardona et coll., 2006). Une étude récente chez le rat recevant des injections 




dans une autre étude, l’injection striatale de CX3CL1 protégeait les neurones 
dopaminergiques et diminuait l’activation microgliale dans un modèle de rat recevant de la 
6-OHDA (Pabon et coll., 2011).  
 
En conclusion, ces données suggèrent qu’il existe une modification du réseau 
chimiokinique dans la MP et ses modèles expérimentaux chez le rongeur. Toutefois, ces 
données restent parcellaires. En outre, aucune équipe à notre connaissance ne s’est 
intéressée, jusqu’à présent, à définir le rôle des chimiokines dans les phénomènes 
d’infiltration cérébrale des leucocytes. Pour répondre à cette problématique les objectifs 










Notre hypothèse de travail est qu’une réaction neuroinflammatoire consécutive à la 
dégénérescence dopaminergique modifierait les propriétés de la barrière hémato-
encéphalique au niveau de la substance noire des patients parkinsoniens, facilitant l’entrée 
de cellules du système immunitaire adaptatif. Parmi ces modifications de la BHE, 
l’expression de molécules de la famille des chimiokines et des molécules d’adhésion a été 
montrée dans de nombreuses pathologies inflammatoires et neuroinflammatoires.  
Plusieurs travaux ont mis en évidence une augmentation d’expression d’une 
molécule d’adhésion, ICAM1, dans la SNpc de patients et de singes et de souris intoxiqués 
par le MPTP (Kurkowska-Jastrzebska et coll., 1999a ; Imamura et coll., 2003 ; Miklossy et 
coll., 2006 ; Brochard et coll., 2009). En outre, plusieurs auteurs ont montré une 
augmentation d’expression de quelques chimiokines dans la SNpc et le striatum de souris 
intoxiquées par le MPTP (un modèle de lésion des neurones dopaminergiques) (Pattarini et 
coll., 2007 ; L'Episcopo et coll., 2011). Ces résultats suggèrent que ces molécules pourraient 
être impliquées dans le recrutement des lymphocytes T pathogéniques dans le modèle 
MPTP. Une étude détaillée de l’expression des chimiokines et de leur rôle dans les processus 
d’infiltration cérébrale des lymphocytes T n’avait toutefois, à notre connaissance, jamais été 
réalisée. 
 
Afin de tester notre hypothèse de travail, le projet de thèse a eu plusieurs objectifs : 
 
 
I. Caractériser l’expression des chimiokines et des molécules d’adhésion  dans 
un contexte lésionnel de la voie nigro-striée chez la souris 
 
Afin d’étudier l’expression de l’ensemble des molécules de la famille des chimiokines 
et de molécules d’adhésion lors d’une lésion dopaminergique nigro-striée, nous avons 
effectué des analyses transcriptomiques sur le mésencéphale ventral de souris intoxiquées 
par le MPTP.  
Ayant montré une augmentation d’expression transcriptionnelle très importante de 
trois chimiokines en particulier CCL3, CCL4 et CXCL10 après intoxication par le MPTP, nous 





Enfin, ayant détecté une augmentation d’expression de ces chimiokines au niveau 
protéique, nous avons utilisé des immunomarquages en fluorescence afin de préciser leur 
source cellulaire dans la substance noire d’animaux intoxiqués par le MPTP. 
 
II. Déterminer le rôle des chimiokines dans l’infiltration lymphocytaire et la 
dégénérescence dopaminergique dans un contexte lésionnel de la voie nigro-
striée 
Ayant mis en évidence l’expression d’une signature chimiokinique particulière dans la 
substance noire de souris intoxiquées par le MPTP, nous avons cherché à étudier le rôle du 
réseau chimiokinique dans les processus d’infiltration lymphocytaire et de dégénérescence 
dopaminergique en manipulant des souris déficientes pour les récepteurs des 







Toutefois, n’ayant observé qu’un faible impact de la délétion de ces récepteurs sur 
l’infiltration lymphocytaire et la dégénérescence dopaminergique, nous avons formulé deux 
hypothèses non exclusives : i) des phénomènes de compensation pourraient masquer l’effet 
d’une délétion, ii) des effets en dehors du contexte lymphocytaire pourraient limiter ou 
masquer l’impact de cette délétion. 
Pour répondre à ces questions nous avons utilisé deux stratégies : i) un blocage 
multiple des récepteurs aux chimiokines par une combinaison d’approches génétique et 
pharmacologique, ii) une délétion des récepteurs aux chimiokines à l’échelle leucocytaire. 
 
III. Etudier l’expression des chimiokines dans le tissu humain post-mortem de 
patients parkinsoniens 
 
Enfin, pour confronter nos résultats obtenus dans un modèle murin à la pathologie 
réelle, nous avons analysé l’expression des chimiokines candidates par la technique de PCR 








I. Cerveaux humains post-mortem 
 
1. Description des pièces anatomiques 
Les pièces autopsiques ont été recueillies dans le service de neuropathologie du 
professeur Charles Duyckaerts à l’hôpital de la Pitié-Salpêtrière et dans la banque de cerveau 
de l’ex-unité Inserm U975. Les informations disponibles étaient le dossier clinique, les 
conditions de décès et le délai entre le décès du sujet et la congélation des échantillons 
(délai post mortem, DPM). Néanmoins, le DPM n’était pas disponible pour tous les patients. 
Un résumé de ces données est présenté Table 2. Les sujets témoins étaient exempts de 
pathologie neurologique ou psychiatrique. Un examen anatomopathologique sur le second 
hémisphère fixé au formol avant congélation a permis de vérifier l’absence de stigmates 
neuropathologiques évocateurs  de maladies neurodégénératives chez ces sujets. 
L’étude a été réalisée sur les prélèvements de 24 sujets parkinsoniens et 20 sujets 
témoins. La moyenne d’âge au décès n’était pas significativement différente entre les deux 
groupes (test t de Student). Cependant le DPM était significativement inférieur chez les 








2. Préparation du tissu humain 
Deux types d’échantillons ont été obtenus. Les premiers se présentaient sous forme 
de coupes congelées de mésencéphale de 20 µm d’épaisseur montées sur lame de verre. A 
partir de ces lames, la SNpc a été grattée et la poudre de tissu récupérée dans des tubes. Les 
frontières anatomiques correspondant à la SNpc sont indiquées dans la Figure 15. Les 


















Figure 15 : Subdivision du mésencéphale en groupes de neurones dopaminergiques. SNpc: substance noire pars compacta; 
SNpl: substance noire pars lateralis; M: région médiane; MV: région médio-ventrale; A8: groupe dopaminergique A8; CGS: 
substance grise périaqueducale; n.r.: noyau rouge; l.m.: lemnisque médian. 
 
II. Modèles expérimentaux in vivo 
 
1. Animaux 
Des souris mâles C57BL/6J (JANVIER, France) âgées de 8 à 12 semaines et pesant 
entre 25 et 30 grammes ont été utilisées. Les lignées transgéniques déficientes en 
récepteurs aux chimiokines ou en lymphocytes ont été obtenues auprès des laboratoires 
Jackson (Bar Harbor, ME) ou nous ont été fournies par le docteur Combadière (INSERM 
UMRS 945, Immunité et Infection, Hôpital de la Salpêtrière). Toutes ces lignées sont sur fond 






Les souris ont été hébergées dans les centres d’exploration fonctionnelle (CEF) du 
site de la Pitié-Salpêtrière (23±1°C) et étaient nourries ad libitum avec accès libre et 
permanent à une source d’eau. Un cycle de 12 heures de luminosité et de 12 heures 
d’obscurité leur était imposé. 
L’ensemble des expérimentations ont été réalisées en conformité avec la directive 
européenne de 1986 (86 / 609 EEC). 
 
2. Intoxication des animaux par le MPTP  
Un protocole d’intoxication aigu par le MPTP a été utilisé. Les souris ont reçu 4 
injections intrapéritonéales à 2 heures d’intervalle de MPTP-HCl dilué dans du sérum 
physiologique (NaCl 0,9%) à une concentration de 2,5 mg/ml (Sigma-Aldrich, France). Les 
doses cumulatives de MPTP étaient de 80 mg/kg ou 94 mg/kg. Des groupes de souris 
contrôles recevaient le même nombre d’injections avec des volumes équivalents de NaCl 
0,9%. 
 
3. Méthode de transfert passif de leucocytes  
Une suspension cellulaire a été préparée à partie de rates des souris suivantes : ? Ccr1-/- ? Ccr5-/- ? Cxcr3-/- ? C57BL/6J 
 
Les rates sont prélevées et homogénéisées sur un filtre de nylon de 70 µm puis 
resuspendues dans une solution de PBS contenant 10% de sérum de veau fœtal. Les 
splénocytes ainsi obtenus sont ensuite centrifugés 5 minutes à 1500 rpm pour obtenir un 





solution de lyse des hématies et laissées sur glace 5 minutes. Cette étape est réalisée deux 
fois afin d’éliminer complètement les hématies. La réaction est alors stoppée par addition 
d’une solution de PBS et sérum de veau fœtal. Les splénocytes sont ensuite lavés 3 fois par 
centrifugation (5 minutes à 1500 rpm) et resuspension successive dans du PBS. Enfin, les 
cellules sont passées à nouveau sur un filtre de nylon de 70 µm afin d’éliminer d’éventuels 
agrégats. Les cellules sont alors comptées à l’aide d’une cellule de Malassez et leur 
concentration ajustée à 50.10
6




Chaque souris déficiente reçoit 2 injections intraveineuses, par voie rétro-orbitale, à 
4 heures d’intervalle, de 10 millions de splénocytes chacune. Les souris sont alors laissées au 
repos pendant 5 semaines afin que leur système immunitaire se reconstitue (Figure 16). 
Un prélèvement de sang a été effectué le jour du sacrifice afin d’analyser les 
lymphocytes circulants par fluorescence-activated cell sorting (FACS). 
 
Figure 16 : Planification des expériences de transfert passif 
 
4. Injection du Met-RANTES 
Le Met-RANTES est un inhibiteur compétitif des récepteurs CCR1, CCR5 et CCR3. Il est 
obtenu par la conservation du résidu méthionine en N-terminal du ligand CCL5 (Proudfoot et 
coll., 1996). 
Les souris ont reçu 3 injections intrapéritonéales de Met-RANTES à une dose de 100 
µg par animal et par injection. Ces injections étaient réalisées 1, 3 et 5 jours après 
l’intoxication par le MPTP (Figure 17). Les souris ne recevant pas l’antagoniste ont été 







Figure 17 : Planification des injections de MPTP et de Met-RANTES. 
 
5. Chirurgie stéréotaxique  






 ont été anesthésiées avec une solution 
de kétamine (66 mg/kg, CEVA Santé Animale, Bruxelles) et de xylazine (6,6 mg/kg, Bayer, 
Allemagne). A l’aide d’un cadre de stéréotaxie, les souris ont reçu une injection 
intracérébrale unilatérale d’1 µg de LPS d’Escherichia coli (Sigma-Aldrich, France) dans un 
volume total d’1 µl. Les coordonnées étaient : médio-latéral : 1,30 mm ; antéro-postérieur : 
2,90 mm ; dorso-ventral : 4,60 mm. Les souris ont été sacrifiées 24 heures après cette 
injection de LPS. 
 
6. Prélèvement de sang et cytométrie en flux 
Cent à deux cent µl de sang ont été prélevés sur héparine par ponction rétro-orbitale, 
le jour du sacrifice, chez les souris sauvages et rag1
-/-
.  
La détection simultanée de plusieurs antigènes a été effectuée sur ces échantillons 
sanguins par cytométrie en flux avec des anticorps couplés à des fluorochromes. Des 
marquages membranaires, cytokiniques et pour un facteur de transcription ont été réalisés.  
Les leucocytes ont été activés avant les marquages de cytokines (????????-12 et IL-17 ; 
Table 4). Brièvement, les cellules sont incubées 3 heures à 37°C avec une solution 
d’activation [Iscove’s Modified Dulbecco’s Media (IMDM) + 10% de sérum de veau fœtal + 
Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) + Inomycine + Bréfeldine A ; BD Biosciences, NJ] puis 
centrifugées (3 min à 1700 rpm) et lavées avec une solution de PBS + BSA 0,5% (PBS-BSA) 
puis centrifugées à nouveau.  
Des marquages pour les molécules membranaires CD3, CD4, CD25, CD45RA et CD25 
(Table 4) ont été réalisés. Brièvement, les cellules sont culotées par centrifugation (3 min à 





une fixation non spécifique des anticorps de détection, elles sont alors incubées 20 minutes 
à 4°C avec un anticorps dirigé contre le récepteur des immunoglobulines ???????????????. 
Après une nouvelle étape de centrifugations et de lavage, les cellules sont incubées à 4°C, à 
l’obscurité pendant 20 minutes avec les anticorps de détection. Une troisième étape de 
centrifugations et de lavage est effectuée puis les cellules sont lysées en présence d’un 
tampon ACK Lysis Buffer (BD Biosciences, NJ) pendant 10 minutes à 4°C. 
Lorsqu’un marquage cytokinique a été réalisé, le tampon ACK Lysis Buffer a été 
remplacé par une perméabilisation de la membrane plasmique avec un tampon Perm/Wash 
(BD Biosciences, NJ) pendant 20 minutes à 4°C. Après une étape de centrifugation, suivie 
d’un lavage avec un tampon PBS et d’une seconde centrifugation, les cellules sont incubées 
dans le tampon Perm/Wash en présence d’anticorps dirigés contre les cytokines pendant 20 
minutes à 4°C. Les cellules sont à nouveau lavées avec un tampon PBS et centrifugées avant 
resuspension dans un tampon PBS-BSA. 
Lors d’un marquage du facteur de transcription T-bet, le tampon ACK Lysis Buffer a 
été remplacé par un tampon Lyse/Fix Buffer (BD Biosciences, NJ). Une perméabilisation des 
membranes, plasmique et nucléaire, est ensuite réalisée en incubant les cellules pendant 30 
minutes à 4°C dans un tampon Perm Buffer III (BD Biosciences, NJ). Les cellules sont ensuite 
lavées avec un tampon PBS et centrifugées 3 fois puis incubées pendant 20 minutes à 4°C 
avec un anticorps dirigé contre le T-bet ou un anticorps isotypique. Enfin, les cellules sont 
lavées avec un tampon PBS, centrifugées et resuspendues dans un tampon PBS-BSA. 
L’ensemble des marquages cellulaires sont détectés à l’aide d’un cytomètre de flux 






7. Sacrifice et préparation des tissus  
Pour les études immunohistochimiques les souris ont été anesthésiées par injection 
i.p. d’une dose léthale de pentobarbital sodique 6% (6 ml/kg, Sanofi, France) 24 heures, 48 
heures ou 7 jours après intoxication par le MPTP. Après perte de réaction aux stimuli 
physiologiques, les animaux ont ensuite été perfusés par voie cardiaque avec une solution 
d’héparine (5 UI/ml diluée dans du NaCl 0,9% ; 25 ml au total à un débit de 5 ml/min), suivie 
d’une solution de paraformaldéhyde 4% dilué dans du PB 0,1M (100 ml au total à un débit 
de 5 ml/min). Le cerveaux et la rate des souris ont alors été prélevés et placés 
successivement dans une solution de paraformaldéhyde 4% pendant 12 heures, puis de 
saccharose 10%, 20% et 30% chacune pendant 24 heures afin de les cryoprotéger. Ces 
organes ont ensuite été congelés par immersion dans de l’isopentane porté à -30°C et 
conservés à -80°C jusqu’à leur utilisation.  
Des coupes de cerveau de 20 µm d’épaisseur ont été obtenues à l’aide d’un 
microtome à congélation. Les niveaux anatomiques récupérés étaient le striatum et le 
mésencéphale. Les coupes ont été conservées dans du PBS contenant 0,2% d’azide de 
sodium afin de prévenir toute contamination microbienne. 
 
Pour les études de biologie moléculaire les souris étaient sacrifiées, 2 jours, 5 jours 
ou 7 jours après intoxication, par dislocation cervicale. Le mésencéphale ventral a été 
disséqué, l’un des hémisphères étant destiné aux études biochimiques, l’autre aux études 
transcriptomiques (Figure 18). Ces échantillons ont été directement congelés dans l’azote 
liquide pour prévenir la dégradation des protéines et des ARN puis conservés à -80°C jusqu’à 
leur utilisation.  






III. Techniques de biologie moléculaire 
 
1. Préparation de l’ARN 
Pour l’ensemble des études de biologie moléculaire, le protocole d’extraction, de 
dosage et de contrôle de la qualité étaient les suivants : 
 
1.1. Extraction des ARN totaux 
L’extraction des ARN à partir de demi-mésencéphales ventraux a été effectuée avec 
le kit RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, Pays-Bas). Toutes les étapes ont été effectuées 
dans des conditions permettant de limiter au maximum la dégradation des ARN. La première 
étape consiste à homogénéiser mécaniquement les tissus et extraire les ARN dans une 
solution de phénol à l’aide d’un Ultraturax (Imlab, France). L’ajout d’une solution de 
chloroforme permet de récupérer, après centrifugation, une phase contenant les acides 
nucléiques. L’ARN est alors purifié sur des colonnes d’affinité. Au cours de cette purification, 
l’ADN est digéré sur colonne grâce à un traitement enzymatique par la DNase I (Qiagen, 
Pays-Bas). Les ARN sont alors élués et récupérés dans une solution d’eau stérile, puis 
congelés à -80°C jusqu’à leur utilisation. 
 
1.2. Dosage et contrôle qualité des ARN 
Les ARN totaux sont ensuite dosés par spectrométrie ultraviolet à l’aide d’un 
Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, MA). La qualité des ARN, mesurée par l’indice RNA 
integrity number (RIN) a, quant à elle, été déterminée à l’aide d’un Bioanalyzer (Agilent 
Technologies, CA).  
Pour les études chez l’animal la qualité des échantillons était considérée satisfaisante 
lorsque les valeurs suivantes étaient respectées :  
- ?????????????????????????????????????????des protéines) 
- ??????????????????????????????????????????es solvants) 












2.1 Etude transcriptomique : Oligoarrays 
Les oligoarrays sont des biopuces permettant de détecter l’expression de plusieurs 
centaines de gènes. Pour ce faire, les échantillons d’ARN sont hybridés sur des membranes 
de nylon comportant des oligonucléotides (60-mer), reconnaissant chacun un ARN transcrit 
par un gène différent. Une révélation en chimiluminescence permet de quantifier les ARN 

























Figure 19 : Signaux d’hybridation obtenus sur des membranes pour les chimiokines de souris injectées avec une solution 
saline (gauche) ou avec du MPTP (droite). Les points cerclés de rouge correspondent à des gènes dont l’expression est 
différente chez les deux souris. Le point cerclé de noire correspond à la Gapdh. Des gènes de référence supplémentaire 
sont présents en bas des membranes (point noirs très intenses). 
 
2.1.1 Amplification linéaire et marquage des ARN 
Une première étape d’amplification des ARN a permis à la fois d’augmenter la 
quantité d’ARN de départ et des les biotinyler. Pour ce faire, un kit TrueLabeling-Amp 2.0 Kit 
(SA Biosciences) a été utilisé. Tout d’abord, 1,5 µg d’ARN de chaque échantillon sont 
rétrotranscrits en ADN complémentaire (ADNc) en incubant les ARN avec une reverse 
transcriptase du kit pendant 50 minutes à 37°C. Les ADNc ainsi obtenus servent alors de 
brins matrices pour produire des ARN complémentaires (ARNc) lors d’une incubation dans 





d’ajouter des résidus de biotine dans les brins ARN en utilisant des UTP biotinylés. Les ARN 
biotinylés sont ensuite purifiés avec un kit ArrayGrade cRNA Cleanup (SA Biosciences). La 
quantité d’ARN est alors quantifiée à l’aide d’un Nanodrop.  
 
2.1.2 Hybridation et révélation 
Pour chaque échantillon 5 µg d’ARN biotinylé ont été hybridés sur des membranes 
contenant des oligonucléotides spécifiques pour les gènes décrits en annexe 1. Après 
hybridation et rinçage à 60°C pendant 15 minutes avec deux tampons successifs [300 mM de 
NaCl, 30 mM de citrate trisodique et 1% de sodium dodécyl sulfate (SDS) ; 15 mM de NaCl, 
1,5 mM de citrate trisodique et 0,5% de SDS],  les membranes sont incubées avec une 
phosphatase alcaline couplée à l’avidine. Une fois le rinçage de ces membranes réalisé, un 
substrat chimiluminescent de la phosphatase est ajouté. L’intensité de lumière émise au 
niveau de chaque point d’hybridation correspondant à un gène spécifique est corrélée à la 
quantité d’ARN hybridé. Pour mesurer cette intensité des images en résolution 2048x2048 




2.2. Biopuces TaqMan® 
Les TaqMan Array Microfluidic Cards sont des cartes pré-chargées avec des sondes 
TaqMan®. Elles permettent de mesurer l’expression de gènes par la technique de 
quantification relative de comparaison des CT ????T). Entre 1 et 8 échantillons peuvent être 
distribués sur une même plaque pour détecter entre 12 et 384 gènes différents. 
 
2.2.1 Rétrotranscription 
La rétrotranscription des ARN en ADNc a été réalisée avec le kit High-Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit (Life Technologies, CA). Brièvement, 1 µg d’ARN subit 4 étapes 
d’incubation (25°C, 10 min ;  37 °C, 120min ; 85°C, 5min ; 4°C) avec la reverse transcriptase et 
des amorces de type hexamère aléatoire dans un thermocycleur Perkin 3 (Perkin Elmer, 






2.2.2. Amorces et PCR quantitative 
Des cartes microfluidiques de 384 puits pré-chargées avec des amorces lyophilisées 
ont été utilisées (Figure 20). Les couples d’amorces chargés dans les cartes ont été choisis et 
ordonnés selon nos besoins (Life Technologies, CA). De préférence, les amorces choisies 
produisaient un amplicon chevauchant deux exons pour prévenir l’amplification d’ADN 
génomique contaminant. Les cartes présentent 8 réservoirs associés à 48 puits chacun. Les 4 
premiers réservoirs de chaque carte ont été chacun chargés avec 400 ng d’un échantillon et 
les 4 réservoirs suivants avec 400 ng d’un second échantillon dilués dans du TaqMan GenEx 
Master Mix (Life Technologies, CA). Ainsi, 192 gènes différents étaient testés pour un même 
échantillon (Annexe 2). L’amplification et la détection de la quantité d’ADNc par 
fluorescence ont été effectuées par plusieurs cycles à différentes température [50°C, 2min ; 
94,5°C, 10 min ; (97°C, 30s ; 59,7°C, 1 min) x 40 cycles] sur un thermocycleur 7900HT Fast 
Real-Time PCR System (Life Technologies, CA ; en collaboration avec Marie-Caroline Dieu-
Nosjean au Centre de Recherche des Cordeliers).  
Les gènes Hprt et Gapdh ont été utilisés comme normalisateurs et disposés en 
triplicat pour chaque échantillon. 
Les résultats de l’amplification ont été analysés à l’aide des logiciels SDS Manager, RQ 
Manager et Data Assist (Life Technologies, CA). 
 
 












3. PCR quantitative 
 
3.1 Chez la souris 
 
3.1.1. Rétrotranscription 
La rétrotranscription d’ARN en ADNc a été effectuée avec le kit Superscript III (Life 
Technologies, CA). Brièvement, 1µg d’ARN est rétrotranscrit en présence d’une reverse 
transcriptase et d’amorces de type : i) oligo-déoxy-thymine liant la queue poly A en 3
’
 des 
ARN et ii) hexamères aléatoires s’hybridant sur plusieurs sites au sein du brin d’ARN. Au 
terme de la réaction de rétrotranscription réalisée dans un thermocycleur Perkin 3 (Perkin 
Elmer, MA), une solution de RNAse H est ajoutée afin d’éliminer les ARN. Les ADNc ainsi 
obtenus étaient enfin congelés à -80°C jusqu’à leur utilisation. 
 
3.1.2. Amorces et PCR quantitative 
Les séquences des gènes d’intérêt (Table 5) ont été récupérées dans la banque de 
référence de séquences de NCBI (NCBI, MD). Le logiciel Primer Express 3.0 (Life 
Technologies, CA) a été utilisé pour dessiner des couples d’amorces. Les amplicons souhaités 
devaient chevaucher deux exons. La spécificité de chaque primer a été vérifiée à l’aide du 
logiciel Primer Blast (NCBI, MD). 
Les qPCR (PCR quantitative) ont été réalisées avec la technologie SYBR GreenER (Life 
Technologies, CA). Deux à quatre ng d’ADNc ont été utilisés pour détecter les gènes 
d’intérêt. Les gènes Gapdh et Hprt ont été utilisés comme références (normalisateurs). Les 
amplifications ont été obtenues à l’aide du thermocycleur 7500 Real-Time PCR System (Life 
































3.2. Chez l’homme 
 
3.2.1. Qualité des ARN 
Le dosage et le contrôle qualité des échantillons d’ARN ont été effectués selon le 
mode opératoire décrit dans le chapitre III. 1.2. 
Les échantillons étaient considérés de qualité suffisante lorsque les valeurs suivantes 
étaient respectées : 
- ?????????? 1,8 (faible contamination par des protéines) 




La rétrotranscription d’ARN en ADNc a été effectuée avec le kit High-Capacity cDNA 





rétrotranscrits dans un thermocycleur Perkin 3 (Perkin Elmer, MA) en présence d’une 
reverse transcriptase et d’amorces de type hexamères aléatoires.  
 
3.2.3 Amorces et PCR quantitative 
Les qPCR ont été effectuées avec la technologie SYBR GreenER (Life Technologies, 
CA). Deux à dix huit ng d’ADNc ont été utilisés pour l’amplification des  gènes d’intérêts par 
PCR quantitative réalisée à l’aide d’un thermocycleur 7500 Real-Time PCR System (Life 
Technologies, CA). Les données d’amplification ont été analysées à l’aide du logiciel qBase 
plus (Biogazelle, Belgique). Au total, 8 gènes de référence ont été testés. La stabilité de ces 
gènes entre les sujets contrôles et parkinsoniens a été vérifiée à l’aide du logiciel GeNorm 
(Biogazelle, Belgique). L’ensemble des couples d’amorces utilisés sont référencés en table 6. 
Toutes les amorces produisaient des amplicons de taille inférieure à 100 paires de bases afin 
de limiter la variabilité d’amplification due aux différences de qualité des ARN (Fleige et coll., 
2006). 
 
3.3. Tests d’efficacité des couples d’amorces de PCR quantitative 
Tous les couples d’amorces utilisés pour les qPCR avec la technologie SYBR Green ont 





demi ou au tiers d’un même ADNc ont été préparées et utilisées pour chaque couple 
d’amorces à tester.  L’efficacité des couples d’amorces était comprise entre 90 et 110%. 
 
IV. Dosage protéique par ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 
 
1. Extraction protéique 
Les hémi-mésencéphales ventraux de souris ont été homogénéisés mécaniquement à 
+4°C à l’aide d’un Ultraturax (Imlab, France) dans 650 µl de tampon Tris NaCl (Tris 50 mM, 
NaCl 150 mM, pH 7.4) contenant des inhibiteurs de protéases (cOmplete ULTRA, Roche, IN). 
Ces homogénats ont été ensuite centrifugés à 12000 g pendant 30 minutes afin de séparer 
les protéines solubilisées dans le surnageant du culot de débris et d’organelles cellulaires. 
 
2. Dosage des protéines 
La quantité de protéines présente dans les échantillons a été dosée par la technique 
à l’acide bicinchoninique (BCA Protein Assay, Thermo Fisher Scientific, MA). Brièvement une 
gamme étalon de 0 à 2 µg/µl d’albumine sérique bovine (ASB) est préparée. Dix microlitres 
de chaque échantillon protéique et de chaque dilution d’ASB sont déposés dans des plaques 
de 96 puits. L’acide bicinchoninique est alors ajouté dans chaque puits et une incubation de 
30 minutes à 37°C est réalisée. Après cette incubation, la densité optique à 544 nm dans 
chaque puits est mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre Chameleon (Hidex, Finlande). La 
concentration de chaque échantillon est alors déterminée à partir de la gamme étalon et 
ajustée à 200 ng/µl. 
Des tests préliminaires nous ont orientés vers une étape supplémentaire de 
concentration des échantillons protéiques au regard des limites de détection imposées par 
les kits ELISA utilisés. Pour cela les échantillons ont été concentrés sur des colonnes Amicon 
Ultra (Millipore, MA) retenant les protéines de plus de 3kDa. Les échantillons ont été dosés à 
nouveau et leur concentration a été ajustée à 800 ng/µl. 
 
3. Dosage des chimiokines par ELISA 
Les kits ELISA Quantikine® (R§D Systems, MN) ont été utilisés afin de détecter les 
chimiokines CCL3, CCL4 et CXCL10 dans les échantillons de mésencéphale ventral. Une 





protéiques sont disposés dans des plaques de 96 puits recouvertes d’un anticorps de capture 
dirigé contre la chimiokine d’intérêt. Après deux heures d’incubation, les puits sont lavés et 
un deuxième anticorps de détection couplé à une peroxydase est alors ajouté, suivi d’une 
incubation de deux heures. Après rinçage, une solution contenant le substrat de l’enzyme 
est déposé dans chacun des puits. Après 30 minutes d’incubation, la réaction est stoppée en 
présence d’une solution acide. La densité optique à 450 nm de chaque puits est mesurée à 
l’aide d’un spectrophotomètre Chameleon (Hidex, Finlande). Cette mesure est minorée par 
la valeur de la densité optique à 570 nm afin de corriger les éventuels défauts de plaque. 
Enfin, la concentration en chimiokine de chaque échantillon est déterminée à partir de la 
gamme étalon grâce à une courbe logistique à quatre paramètres 4PL (Logiciel Sigmaplot, 
Systat Software ; Wild, 2005) selon les recommandations du fournisseur. 
 
V. Techniques Histologiques 
 
1. Marquage immunohistochimique 
Un immunomarquage dirigé contre la tyrosine hydroxylase (TH) est réalisé afin 
d’identifier les neurones dopaminergiques de la SNpc. Pour cela, des coupes flottantes de 20 
µm d’épaisseur préparées au microtome à congélation sont incubées 24 heures à +4°C avec 
un anticorps polyclonal de lapin dirigé contre la TH et dilué au 1/500
e
 (US Biological, MA). 
L’immunoréactivité est mise en évidence après les étapes suivantes : i) incubation pendant 1 
heure à température ambiante avec un anticorps secondaire biotinylé dirigé contre les 
immunoglobulines de lapin, ii) incubation pendant 1 heure à température ambiante avec un 
complexe avidine-biotine couplé à une peroxydase (kit Vectastain, Vector Laboratories, 
France), iii) révélation de l’activité peroxydase par ajout de substrat, la diaminobenzidine, 
qui produit un précipité brun en présence d’eau oxygénée. 
 
2. Triple marquage immunofluorescent 
La détection simultanée de plusieurs antigènes a été effectuée par 
immunofluorescence sur des coupes de cerveau de souris. Les différents anticorps utilisés 






La révélation du marquage est réalisée avec des anticorps secondaires dirigés contre 
les immunoglobulines de l’espèce chez laquelle l’anticorps primaire a été produit. Ces 
anticorps secondaires, produits chez l’âne, étaient directement couplés à un fluorochrome 
(Alexa 488, 555 ou 647 ; Life Technologies, CA), utilisés à une dilution 1/1000
e
 et incubés 1 
heure. 
Les tests de spécificité de l’immunomarquage ont consisté d’une part à pré-incuber 
l’anticorps primaire avec la protéine en excès (50 fois) pendant 3 heures à température 
ambiante (test d’immunoadsorption), d’autre part omettre l’anticorps primaire lors du 
protocole expérimental. 
Les immunomarquages fluorescents ont été examinés à l’aide soit i) d’un microscope 
Zeiss Axioplan 2 équipé d’une caméra CCD et d’un système d’analyse d’image utilisant le 
logiciel FluoUp 1.0 (Exploranova, France), ii) d'un Microscope droit Olympus FV-1000 et d’un 
système d’analyse d’image utilisant le logiciel Olympus FV-1000 software pour l’imagerie 
confocale. La taille des sections virtuelles en Z était de 0,25 µm. 
 
3. Quantification des neurones TH+ 
Un microscope Leitz équipé d’une platine motorisée et couplé à un analyseur 
d’image (Mercator, Explora Nova, France) a été utilisé pour compter les neurones 
dopaminergiques de la SNpc de souris. Dans un premier temps, les frontières anatomiques 
de la SNpc ont été tracées à l’objectif x4 selon des critères définis par l’atlas Paxinos et du 
manuscrit de German et coll. (German et coll., 1996 ; Paxinos, 2001). Dans un deuxième 
temps les  neurones TH+, au sein de la SNpc, ont été pointés à l’objectif x40.  
La quantification des neurones dopaminergiques a été réalisée sur un hémisphère et 





permettant d’analyser l’ensemble de la SNpc sur son développement rostro-caudal. Une 
estimation du nombre de neurones TH+ dans la SNpc est alors calculée en utilisant la 
formule suivante :  
10 x [0 + z1)/2 + (z1 + z2)/2 + … + (z14 + 0)/2] avec zi, le nombre de neurones sur la 
coupe 1, 2, …, 10. 
 
VI. Analyse statistique 
Les groupes sont comparés deux à deux en utilisant un test t de Student. Dans les cas 
où la distribution n’était pas normale ou l’égalité des variances n’était pas atteinte, nous 
avons comparé les groupes grâce à un test non paramétrique de Mann-Whitney (Logiciel 
Sigmaplot, Systat Software). 
Les comparaisons entre plusieurs groupes, dont les valeurs suivaient une distribution 
normale et une égalité des variances, ont été effectuées avec une ANOVA à 1, 2 ou 3 
facteurs suivie d’une analyse post-hoc (méthode de Holm-Sidak). Dans le cas contraire, un 
ANOVA sur les rangs suivi d’une analyse post-hoc (méthode de Dunn) a permis de comparer 
les groupes. 








































I. Caractérisation de l’expression des chimiokines et des molécules d’adhésion 
dans un modèle murin de maladie de parkinson 
 





Nous avons tout d’abord tenté d’analyser les modifications d’expression des 
chimiokines et des molécules d’adhésion dans le mésencéphale ventral de souris MPTP en 
utilisant des membranes de nylon imprimées de sondes oligonucléotidiques de 60 mer 
spécifiques pour nos gènes d’intérêt.  
Trente et une souris ont été intoxiquées avec une dose cumulative de 80 mg/kg de 
MPTP-HCl. L’analyse a été réalisée en utilisant des ARN totaux extraits du mésencéphale 
ventral de souris contrôles ou intoxiquées par le MPTP 2 jours et 5 jours après l’intoxication, 
correspondant respectivement à la première vague d’infiltration lymphocytaire et à la phase 
de dégénérescence neuronale. 
Avant d’hybrider les ARN sur les membranes, nous avons réalisé des analyses 
préliminaires par qPCR sur les ADNc obtenus à partir de ces échantillons afin de i) vérifier 
l’efficacité de l’intoxication au MPTP en mesurant les taux d’expression de la TH, ii) choisir 
les animaux présentant une lésion optimale et homogène dans les groupes expérimentaux. 
 
1.1.2 Résumé des principaux résultats 
Chez les souris intoxiquées au MPTP, nous avons observé une diminution significative 
de l’expression de la TH (31% à 2 jours et 25% à 5 jours), suggérant le développement d’une 
lésion nigrostriée chez ces animaux. Parallèlement, nous observons également une 
augmentation faible de l’expression des marqueurs gliaux GFAP (astrocytaire) et CD11b 
(microglial) (Figure 21). Toutefois, nous n’observons pas de corrélation entre l’expression de 
la TH et des marqueurs CD11b et GFAP. Pour les expériences de transcriptomique nous 





25%. Après sélection des animaux, la diminution de TH était en moyenne de 38% à 2 jours et 
35% à 5 jours (Figure 22). 
 
Figure 21 : Expression des marqueurs cellulaires dans le mésencéphale ventral de souris intoxiquées par le 
MPTP. L’expression de la TH est significativement diminuée après MPTP (ANOVA à deux facteurs, *, P<0,05 vs 




Figure 22 : Expression des marqueurs cellulaires dans le mésencéphale ventral de souris intoxiquées par le 
MPTP après sélection pour les Oligoarrays. L’expression de la TH est significativement diminuée après MPTP 
(ANOVA sur les rangs, *, P<0,05 vs contrôles). L’expression de CD11b et GFAP n’est pas augmentée de façon 
significative. 
 
Plusieurs gènes de référence étaient présents sur ces membranes cependant nous 
avons utilisé uniquement la Gapdh car l’expression des autres gènes était significativement 
augmentée en condition MPTP ou l’intensité du marquage des points d’hybridation proches 
altérait l’analyse. 
De manière générale, très peu de gènes étaient détectables aussi bien chez les souris 
contrôles que les souris intoxiquées au MPTP. Ainsi pour les membranes « chimiokines » 25 





résultats similaires ont été obtenus pour les membranes « Matrice extracellulaire et 
Adhésion ». 
Concernant la famille des chimiokines et en utilisant un facteur de significativité 
limite de p<0,05 et un facteur d’augmentation d’au moins 1,5, seule l’expression d’un gène, 
Cmtm3, était augmentée de façon significative 5 jours après l’intoxication au MPTP 
(augmentation de 1,74 fois) (Figure 23). Pour les familles des molécules d’adhésion et de la 
matrice extracellulaire, l’expression de 2 gènes, Lama2 et Col4a1 était significativement 
modifiée 5 jours après intoxication (augmentation de 2,12 et 2,56 fois ; p<0,05) (Figure 24). 
Figure 23 : Volcano plot représentant l’expression relative des chimiokines et la valeur de P chez les souris intoxiquées au 
MPTP par rapport aux contrôles. 
 
 
Figure 24 : Volcano plot représentant l’expression relative des molécules d’adhésion et de la matrice extracellulaire et la 
valeur de P chez les souris intoxiquées au MPTP par rapport aux contrôles. 
 
Suspectant un manque de sensibilité de cette approche, nous avons en parallèle 
analysé l’expression de CCL2 dans nos groupes expérimentaux par qPCR. Comme le montre 
la figure 25, une augmentation significative d’expression de CCL2 de deux fois est observée 
chez les souris sacrifiées 2 jours après intoxication. Cette augmentation n’était pas retrouvée 













Figure 25 : Expression relative de CCL2 dans le mésencéphale ventral des souris salines et intoxiquées au MPTP pour les 
oligoarrays. L’expression de CCL2 est augmentée de façon significative 2 jours après l’intoxication (ANOVA sur les rangs, 
*, P<0,05 vs contrôles). 
 
Au total l’ensemble de ces résultats nous a permis de conclure sur le manque de 
sensibilité de cette approche qui, de fait, n’était pas adaptée à notre modèle expérimental.  
Nous avons donc décidé d’utiliser une méthodologie alternative basée sur la 
technologie TaqMan en cartes microfluidiques. 
 
1.2. TaqMan Arrays 
 
1.2.1 Présentation 
Pour s’assurer qu’une faible dégénérescence nigrostriatale n’était pas un facteur 
supplémentaire à l’origine de la faible sensibilité des oligoarrays, nous avons à nouveau 
intoxiqué 40 souris au MPTP en augmentant la dose cumulative de toxine (de 80 à 94 
mg/kg). Nous nous sommes cette fois-ci placés à 2 jours et 7 jours après intoxication au 
MPTP correspondant aux 2 pics majeurs d’infiltration des lymphocytes CD4
+
 (Kurkowska-
Jastrzebska et coll., 1999b ; Brochard et coll., 2009). Comme précédemment, nous avons au 
préalable vérifié la diminution d’expression de la TH dans le groupe de souris intoxiquées par 
le MPTP. Par ailleurs, afin de proposer un critère supplémentaire du niveau de lésion 
nigrostriée, nous avons étudié l’expression de plusieurs gènes sensés refléter l’état 
d’activation des cellules microgliales ?????????????????????????????????? 
 
1.2.2 Résumé des principaux résultats 
La diminution d’expression de la TH observée dans les groupes de souris intoxiquées 





oligoarrays (45% de perte à 2 jours et 7 jours contre 32% à 2 jours et 25% à 5 jours dans 
l’expérience précédente ; Figure 26). 
De façon similaire à CD11b, l’expression des marqueurs microgliaux était 
modérément augmentée après intoxication par le MPTP. Le marqueur présentant 
l’augmentation la plus importante était CD68. Pour les expériences de TaqMan Arrays nous 
avons alors sélectionné les souris sur les critères de neuroinflammation, c'est-à-dire les 
animaux présentant l’expression de CD68 la plus élevée à 2 jours (en moyenne 245% contre 
192% d’expression avant sélection) et 7 jours (186% contre 136% d’expression avant 









Figure 26 : Expression de la TH et de CD68 dans le mésencéphale ventral de souris injectées avec une solution saline ou 
du MPTP. L’expression de la TH est significativement diminuée à 2 jours et 7 jours après intoxication par le MPTP. 
L’expression de CD68 est significativement augmentée à 2 jours après intoxication par le MPTP (ANOVA sur les rangs, *, 










Figure 27 : Expression de la TH et de CD68 dans le mésencéphale ventral de souris injectées avec une solution saline ou 
du MPTP après sélection pour les qPCR Arrays. L’expression de la TH est significativement diminuée à 2 jours et 7 jours 
après intoxication par le MPTP. L’expression de CD68 est significativement augmentée à 2 jours après intoxication par le 







Nos données de qPCR obtenues à partir des cartes microfluidiques confirment la 
diminution de TH chez les animaux intoxiqués au MPTP (Figure 28). De plus nous observons 
également une augmentation importante d’expression de marqueurs proinflammatoires tels 
que l’????? ??? ????? ??? ??IL1-?. Enfin, nous observons une augmentation d’expression de la 
GFAP dès deux jours après intoxication suggérant le développement d’une gliose réactive 
associée à la dégénérescence dopaminergique (Figure 28).  
 
 
Figure 28 : Expression des marqueurs cellulaires dans le mésencéphale ventral de souris injectées avec une solution 
saline ou du MPTP. L’expression de la TH est significativement diminuée 2 et 7 jours après intoxication par le MPTP. 
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ??????????????????
??? ??????? ???? ?????????????????? ?????????? ?? ??? ?? ?????? ?????? ????????????? ???? ??? ?????? ????????????? ??? ??????? ????
significativement augmentée 7 jours après l’intoxication par le MPTP (ANOVA à 2 facteurs, §, P<0,05 vs contrôles ; 
ANOVA sur les rangs, *, P<0,05 vs contrôles). 
 
 
S’agissant des chimiokines, nos résultats montrent une augmentation d’expression 
de CCL2, CCL3, CCL4, CCL12 et CXCL10 chez les animaux intoxiqués par le MPTP. Ces 
augmentations étaient considérables 2 jours post-MPTP (supérieures à 10 fois) pour CXCL10, 
CCL3  et CCL4 (Figure 29 A). Sept jours après intoxication, l’augmentation d’expression de ces 





et pas statistiquement significative. L’expression des chimiokines CCL5, CCL6 et CCL9, quant 
à elle, augmente à 2 jours et reste augmentée de manière équivalente 7 jours post-MPTP 
(Figure 29 B). 
 
 
Figure 29 : Expression des chimiokines dans le mésencéphale ventral de souris injectées avec une solution saline ou du 
MPTP. A : L’expression de CCL2, CCL3, CCL4, CCL12 et CXCL10 est significativement augmentée 2 jours après intoxication 
par le MPTP et diminue à des niveaux quasi similaires à ceux des contrôles à 7 jours. B : L’expression des chimiokines 
CCL5, CCL6 et CCL9 est augmentée 2 post-MPTP et reste augmentée de manière équivalente à 7 jours post-MPTP. 







S’agissant des molécules d’adhésion et des molécules de la matrice extracellulaire, 
leur expression n’était que faiblement modulée dans le mésencéphale ventral après 
l’intoxication par le MPTP. Toutefois une augmentation significative d’expression de 
l’intégrine Itgax (CD11c), marqueur des cellules dendritiques, a été détectée 2 et 7 jours 
après MPTP (2,5 et 5 fois respectivement, et significative à 7 jours, ANOVA sur les rangs, 
P<0,05).  
Nous avons par ailleurs observé une augmentation de l’expression de TIMP1, 
inhibiteur de métalloprotéases, 2 jours après intoxication par le MPTP (augmentation de 4 
fois, ANOVA sur les rangs, P<0,05). 
 
Parallèlement à l’augmentation d’expression des facteurs chimiokiniques indiquée 
précédemment, il est intéressant de noter que nous avons également observé une 
augmentation d’expression significative du marqueur lymphocytaire T, CD3e, et  de Tbx21 



















Figure 30 : Expression des marqueurs lymphocytaires dans le mésencéphale ventral de souris injectées avec une solution 
saline ou du MPTP. L’expression de CD3e et Tbx21 est significativement augmentée 2 jours après intoxication par le 
MPTP (ANOVA à 2 facteurs, §, P<0,05 vs contrôles). 
 
 
Enfin, et pour conclure, nous observons dans l’ensemble une tendance à la 
diminution d’expression des récepteurs aux chimiokines 2 jours après intoxication par le 






Afin de confirmer nos résultats, nous avons vérifié l’augmentation d’expression de 
CXCL10 sur l’ensemble des mésencéphales ventraux de souris intoxiquées pour les 
Oligoarrays et les TaqMan® Arrays. Ainsi, nous avons pu confirmer l’augmentation 
d’expression de CXCL10 par des expériences de qPCR sur un très grand nombre 
d’échantillons. De façon intéressante, nous avons observé une diminution progressive 











Figure 31 Expression de CXCL10 dans le mésencéphale ventral de souris contrôle ou intoxiquées au MPTP issus des 
expériences d’oligoarrays et de TaqMan arrays. L’expression de CXCL10 est augmentée 2 jours après MPTP puis diminue 
progressivement jusqu’à 7 jours (ANOVA sur les rangs, *, P<0,05 vs contrôles).  
 
2. Caractérisation protéique 
 
2.1. Détection des chimiokines par ELISA 
 
2.1.1. Présentation 
Après avoir établi les modifications d’expression des ARNm codant pour les 
chimiokines dans le mésencéphale ventral de souris intoxiquées au MPTP, nous avons utilisé 
la technique ELISA pour déterminer si cette augmentation se traduisait par des modifications 
identiques au niveau protéique. Nous avons focalisé notre analyse sur les chimiokines CCL3, 
CCL4 et CXCL10 fortement exprimées en condition MPTP. 
 
2.1.2. Résumé des principaux résultats 
Nos résultats confirment l’expression protéique de ces trois chimiokines dans le 





taux de CCL3, CCL4 et CXCL10 sont significativement augmentés 2 jours après intoxication 
par le MPTP. 
 
Figure 32 : Détection des chimiokines pas ELISA dans le mésencéphale ventral de souris injectées avec une solution saline 
ou du MPTP. L’expression de CCL3, CCL4 et CXCL10 est augmentée deux jours après intoxication au MPTP (ANOVA sur les 
rangs, *, P<0,05 vs contrôles). 
 
De façon intéressant, nous observons également une parfaite corrélation entre les 
niveaux d’expression des ARN et ceux des protéines correspondantes au sein de chaque 
animal (Figure 33). 
 
 
Figure 33 Corrélation entre les niveaux de chimiokines détectées en ELISA et en qPCR Arrays dans le mésencéphale 
ventral de souris ayant reçu une solution saline ou du MPTP. CCL3 : R²=0,95, Coefficient de Spearman = 0,982 avec 
P<0,01 ; CCL4 : R²=0,93, Coefficient de Spearman = 0,912 avec P<0,01 ; CXCL10 : R²=0,95, Coefficient de Spearman = 0,986 
avec P<0,01. 
 
2.2. Détection des chimiokines par immunomarquages en fluorescence 
Les biopuces TaqMan et les ELISA montrent une augmentation globale d’expression 
de CCL3, CCL4 et CXCL10 mais ne permettent pas de préciser la source cellulaire de ces 







2.2.1. Spécificité des anticorps dirigés contre les chimiokines 
 
a) Présentation 
Dans un premier temps, afin de nous assurer de la spécificité des anticorps utilisés, 
nous les avons testés chez des souris déficientes pour les chimiokines CCL3 et CXCL10. Nous 
n’avons pu effectuer ce test pour CCL4 car la lignée de souris déficiente pour ce facteur 
n’était pas disponible. Pour ces tests, nous avons utilisé un modèle murin de 
neuroinflammation provoquée par l’injection stéréotaxique de LPS dans la SNpc. La 
détection des facteurs chimiokiniques a été réalisée 24 heures après l’injection de LPS. 
 
b) Résumé des principaux résultats 
Dans ces conditions expérimentales, nos résultats montrent une forte expression 
nigrale de CCL3 et CXCL10 chez les souris LPS. Par ailleurs, les marquages CCL3 (Figures 34, A 
et B) et CXCL10 (Figure 35, A et B) disparaissaient quasi complètement (95%) chez les souris 
déficientes pour ces chimiokines. De plus nous avons vérifié que cette extinction du 
marquage n’était pas due à une absence d’inflammation chez les souris déficientes en 
effectuant les marquages CCL3 sur les coupes de souris déficientes pour CXCL10 et 






Figure 34 : Immunomarquages fluorescents de CCL3, CXCL10 (rouge), Iba1, GFAP (vert) et TH (bleu). A : CCL3 est exprimé 
dans la substance noire après injections de LPS dans le mésencéphale ventral. B : Le marquage de CCL3 est aboli chez les 
souris déficientes ayant reçu une injection de LPS dans le mésencéphale ventral. C : CXCL10 est exprimé chez les souris 
déficientes en CCL3 et injectées avec du LPS dans le mésencéphale ventral. 
 
Figure 35 Immunomarquages fluorescents de CXCL10, CCL3 (rouge), GFAP, Iba1 (vert) et TH (bleu). A : CXCL10 est exprimé 
dans la substance noire après injections de LPS dans le mésencéphale ventral. B : Le marquage de CXCL10 est aboli chez 
les souris déficientes ayant reçu une injection de LPS dans le mésencéphale ventral. C : CCL3 est exprimé chez les souris 
déficientes en CXCL10 et injectées avec du LPS dans le mésencéphale ventral. 
 
Au total, nos résultats attestent de la spécificité des anticorps anti-CCL3 et anti-





2.2.2. Détection des chimiokines par immunomarquage 
a) Présentation 
Afin d’identifier l’origine cellulaire des chimiokines CCL3, CCL4 et CXCL10 dans la 
SNpc des animaux lésés au MPTP, nous avons réalisé des expériences d’immunomarquage 
multiple. Les marqueurs cellulaires étaient : 
- La TH pour marquer les neurones dopaminergiques 
- Iba1 (ionized calcium binding adaptor 1) pour marquer les microglies 
- La GFAP pour marquer les astrocytes 
- PECAM1 pour marquer l’endothélium vasculaire 
 
Cette étude a été réalisée sur le cerveau d’animaux sacrifiés 24 heures et 48 heures 
après l’intoxication au MPTP.  
 
b) Résumé des principaux résultats 
Tout d’abord nous avons pu mettre en évidence l’expression de CCL3 dans la SNpc à 
1 et 2 jours après MPTP dans les cellules Iba1
+
 (Figure 36). Aucune colocalisation de CCL3 
avec la TH, la GFAP et PECAM1 n’a été observée, suggérant une production exclusivement 
microgliale de ce facteur (Figure 37). Par ailleurs aucune cellule CCL3 positive n’était 
détectée dans la substance noire pars reticulata (SNpr), zone de l’arborisation dendritique 
des neurones dopaminergiques nigraux (Figure 36). 
La spécificité du marquage a été confirmée par : i) une disparition du signal lorsque 
l’anticorps primaire est pré-absorbé avec la protéine recombinante et ii) une absence de 
marquage lorsque l’anticorps secondaire dirigé contre Iba1, PECAM1 et GFAP n’a été incubé 







Figure 36 : Immunomarquages en fluorescence pour CCL3 (rouge), Iba1 (vert) et TH (bleu) dans la substance noire de 
souris intoxiquées au MPTP ou ayant reçu une solution saline. A : Un faible marquage CCL3 est observé dans la SNpc de 
souris salines. B : Un marquage CCL3 est observé dans les cellules Iba1
+
 de la SNpc, 1 jour post-MPTP.   C : Un marquage 
CCL3 est observé dans les cellules Iba1
+
 de la SNpc, 2 jours post-MPTP.  D : Agrandissement de l’encart rouge de l’image 
B, CCL3 est exprimé dans une cellule Iba1
+
. Barres d’échelle : A, B, C : 100 µm, D 20 µm. 
Figure 37 : Immunomarquages en fluorescence pour CCL3 (rouge), GFAP et PECAM1 (vert), et TH (bleu) dans la substance 
noire de souris intoxiquées au MPTP ou ayant reçu une solution saline. A : CCL3 ne colocalise pas avec le marquage GFAP, 
1 jour post-MPTP. B : CCL3 ne colocalise pas avec le marquage GFAP, 2 jours post-MPTP.   C : CCL3 ne colocalise pas avec 
le marquage PECAM1, 1 jour post-MPTP.  D : CCL3 ne colocalise pas avec le marquage PECAM1, 2 jours post-MPTP. 















Figure 38 : Immunomarquages en fluorescence pour CCL3. A : L’anticorps primaire anti-CCL3 a été pré-adsorbé avec la 
chimiokine CCL3 recombinante. Le marquage CCL3 est fortement diminué. B : Les coupes ont été incubées avec 
l’anticorps primaire anti-CCL4 puis avec le secondaire dirigé contre l’anti-Iba1. Le marquage CCL3 n’est pas détecté. Barre 
d’échelle : A, B, 100 µm. 
 
Concernant CCL4 nous avons observé des résultats similaires à ceux obtenus pour 
CCL3, à savoir, une expression exclusivement microgliale dans la SNpc (Figures 39 et 40). En 
raison d’une intensité de marquage plus faible pour CCL4, les images présentées ont été 
prises à l’objectif 25x. La spécificité du marquage est représentée en figure 41. 
Ces résultats confirment l’expression des chimiokines CCL3 et CCL4 dans la SNpc de 
souris 48 heures après intoxication par le MPTP. Nous détectons également CCL3 et CCL4 
dès 24 heures post-MPTP dans la SNpc. De plus nous avons observé une localisation 
microgliale de ces deux protéines. 
Figure 39 : Immunomarquages en fluorescence pour CCL4 (rouge), Iba1 (vert) et TH (bleu) dans la substance 
noire de souris intoxiquées au MPTP ou ayant reçu une solution saline. A : Un faible marquage CCL4 est observé dans la 
SNpc de souris salines. B : Un marquage CCL4 est observé dans les cellules Iba1
+
 de la SNpc, 1 jour post-MPTP.   C : Un 
marquage CCL4 est observé dans les cellules Iba1
+
 de la SNpc, 2 jours post-MPTP.  D : Agrandissement de l’encart rouge 
de l’image B, CCL4 est exprimé dans deux cellules Iba1
+






Figure 40 : Immunomarquages en fluorescence pour CCL4 (rouge), GFAP et PECAM1 (vert), et TH (bleu) dans la substance 
noire de souris intoxiquées au MPTP ou ayant reçu une solution saline. A : CCL4 ne colocalise pas avec le marquage GFAP, 
1 jour post-MPTP. B : CCL4 ne colocalise pas avec le marquage GFAP, 2 jours post-MPTP.   C : CCL4 ne colocalise pas avec 
le marquage PECAM1, 1 jour post-MPTP.  D : CCL4 ne colocalise pas avec le marquage PECAM1, 2 jours post-MPTP. 











Figure 41 : Immunomarquages en fluorescence pour CCL4. A : L’anticorps primaire anti-CCL4 a été pré-adsorbé avec la 
chimiokine CCL4 recombinante. Le marquage CCL4 est diminué. B : Les coupes ont été incubées avec l’anticorps primaire 




S’agissant de CXCL10, nous avons également détecté son expression dans la SNpc 
après intoxication par le MPTP. Cependant le marquage n’était pas localisé sur l’ensemble de 
la SNpc mais sous forme de regroupements cellulaires (Figure 42). Des cellules doublement 





SNpr ou dans la SN pars lateralis (SNpl). Cependant au sein de la SNpc les cellules CXCL10
+
 
ayant une forme astrocytaire étaient GFAP
-
 ou GFAP faible (Figure 42). Aucune colocalisation 
de CXCL10 avec la TH, Iba1 et PECAM1 n’a été observée, suggérant une production 
exclusivement astrocytaire de ce facteur (Figure 43). Le contrôle avec pré-absorption 
montrait une diminution du marquage CXCL10 mais un bruit de fond élevé. Nous n’avons 
pas observé de marquage sur les coupes de tissu incubées avec l’anticorps primaire anti-
CXCL10 plus l’anticorps secondaire dirigé contre la GFAP (figure 44). 
 
Figure 42 : Immunomarquages en fluorescence pour CXCL10 (rouge), GFAP (vert) et TH (bleu) dans la substance noire de 
souris intoxiquées au MPTP ou ayant reçu une solution saline. A : Un faible marquage CXCL10 est observé dans la SNpc 
de souris salines. B : Un marquage CXCL10 est observé dans les cellules GFAP+ à la jonction de la SNpc et de la SNpr, 1 
jour post-MPTP.   C : Un marquage CXCL10 est observé dans les cellules GFAP+ de la SNpl, 2 jours post-MPTP.  D : 
Agrandissement de l’encart rouge de l’image B, CXCL10 est exprimé dans une cellule GFAP
+
. Barres d’échelle : A, B, C : 










Figure 43 : Immunomarquages en fluorescence pour CXCL10 (rouge), Iba1 et PECAM1 (vert), et TH (bleu) dans la 
substance noire de souris intoxiquées au MPTP ou ayant reçu une solution saline. A : CXCL10 ne colocalise pas avec le 
marquage Iba1, 1 jour post-MPTP. B : CXCL10 ne colocalise pas avec le marquage Iba1, 2 jours post-MPTP.   C : CXCL10 ne 
colocalise pas avec le marquage PECAM1, 1 jour post-MPTP.  D : CXCL10 ne colocalise pas avec le marquage PECAM1, 2 











Figure 44 : Immunomarquages en fluorescence pour CXCL10. A : L’anticorps primaire anti-CXCL10 a été pré-adsorbé avec 
la chimiokine CXCL10 recombinante. Le marquage CXCL10 est fortement diminué bien que du bruit de fond soit observé. 
B : Les coupes ont été incubées avec l’anticorps primaire anti-CXCL10 puis avec le secondaire dirigé contre l’anti-GFAP.  













Pour confirmer la localisation microgliale et astrocytaire des chimiokines CCL3, CCL4 
et CXCL10 telle qu’observée en microscopie optique, nous avons réalisé des analyses en 
microscopie confocale. 
 
b) Résumé des principaux résultats 
Nos études montrent que les chimiokines CCL3 et CCL4 sont localisées dans le 
compartiment cytoplasmique des cellules microgliales Iba1
+
 (Figures 45 et 46). De plus nous 
avons pu observer deux types de marquages pour ces chimiokines. D’une part, un marquage 
concentré dans une zone du cytoplasme microglial, représenté pour CCL3 en figure 44 A et B 
et pour CCL4 en figure 45 C. D’autre part, nous avons détecté CCL3 et CCL4 à la fois sous 
forme concentrée et dans des structures de type vésiculaire distribuées dans le cytoplasme 
dans des cellules microgliales Iba1
+
 (figure 45 C pour CCL3 et figure 46 A et B pour CCL4). 
 
Figure 45 : Imagerie confocale dans la SNpc de souris, 24 ou 48 heures après intoxicaton par le MPTP. Immunomarquages 
fluorescents pour CCL3 (rouge), Iba1 (vert) et TH (bleu). A : Images orthogonales. CCL3 est contenu dans une zone 
condensée du cytoplasme des cellules microgliale Iba1
+
.  B : Projection en Z de l’image A. C : Projection en Z  d’une 
microglie Iba1
+









Figure 46 : Imagerie confocale dans la SNpc de souris, 24 ou 48 heures après intoxicaton par le MPTP. Immunomarquages 
fluorescents pour CCL4 (rouge), Iba1 (vert) et TH (bleu). A : Images orthogonales. CCL4 est contenu le cytoplasme des 
cellules microgliale Iba1
+
.  B : Projection en Z de l’image A. CCL4 apparaît sous forme d’un marquage condensé et de 
structures vésiculaires cytoplasmiques. C : Projection en Z  d’une microglie Iba1
+




Les analyses au microscope confocal confirment également la localisation 
astrocytaire de CXCL10. Nos observations montrent que CXCL10 est détecté dans le 
cytoplasme des astrocytes GFAP
+
















Figure 47 : Imagerie confocale dans la SNpc de souris, 24 heures après intoxicaton par le MPTP. Immunomarquages 
fluorescents pour CXCL10 (rouge), GFAP (vert) et TH (bleu). A : Images orthogonales. On observe plusieurs amas de 
CXCL10 de taille moyenne, distribués dans le cytoplasme des astrocytes GFAP
+
. B : Projection en Z de l’image A. 
 
 
En conclusion, nous observons une expresion très importante et précoce des 
chimiokines CCL3, CCL4 et CXCL10, tant au niveau de l’ARNm que de la protéine, dans le 
mésencéphale ventral de souris à 24 et 48 heures post-intoxication par le MPTP. Les 
protéines CCL3 et CCL4 sont localisées dans les microglies Iba1
+
 situées dans la SNpc de 
souris intoxiquées par le MPTP. CXCL10 est détectée dans le cytoplasme des astrocytes 
GFAP
+
 situés à la jonction de la SNpc et de la SNpr ainsi que dans la SNpl et dans des 
cellules de forme astrocytaire GFAP
-
 ou GFAP faible dans la SNpc. 
 
II. Etude du rôle des chimiokines dans les mécanismes d’infiltration 
lymphocytaire 
 
Après avoir mis en évidence la présence des chimiokines dans la substance noire de 
souris intoxiquées par le MPTP, nous avons voulu déterminer le rôle de ces molécules dans 
les processus d’infiltration lymphocytaire et la dégénérescence dopaminergique. 
Les chimiokines sont exprimées par de nombreux types cellulaires dans le SNC et en 
périphérie. Ainsi, l’invalidation du ligand peut engendrer des effets autres que ceux exercés 
sur les lymphocytes spécifiquement.  Nous avons donc décidé de cibler les récepteurs des 
chimiokines identifiées dans la SNpc des souris intoxiquées par le MPTP. En effet, cette 
stratégie nous permet de cibler la délétion des récepteurs aux chimiokines à l’échelle 





CCL3 est un agoniste des récepteurs CCR1 et CCR5. CCL4 est un agoniste du récepteur 
CCR5 et CXCL10 est un agoniste du récepteur CXCR3. Nous avons par conséquent utilisé des 
stratégies génétiques et pharmacologiques permettant de bloquer l’action de ces trois 
récepteurs. 
 
1. Expériences de délétions constitutives de récepteurs aux chimiokines 
 
1.1. Présentation 
Nous avons tout d’abord intoxiqué des souris génétiquement modifiées pour les 
récepteurs aux chimiokines CCR1, CCR5 et CXCR3 afin de déterminer si la délétion 
constitutive de chacun de ces récepteurs modifiait la dégénérescence dopaminergique et la 
migration intracérébrale des lymphocytes. 
 
1.2. Résumé des principaux résultats 
Les souris déficientes pour le récepteur CCR1 présentent une protection partielle 
(26%) vis-à-vis des effets du MPTP alors que la délétion de CCR5 n’influence pas la 
dégénérescence neuronale (Figure 48). L’infiltration de lymphocytes T CD8
+
 mais pas CD4
+
 





49). Les souris CXCR3
-/-
 ne sont pas protégées vis-à-vis des effets neurotoxiques du MPTP 
(Figure 50).  
 
 
Figure 48 : Quantification des neurones TH
+




 (droite) et de leurs souris 
sauvages appariées, 7 jours après intoxication par le MPTP ou injection d’une solution saline. Les souris CCR1
-/-
 sont 














 (droite) et de leurs souris sauvages appariées, 7 jours après intoxication par le MPTP ou injection d’une solution 




 présentent une diminution significative du nombre de lymphocytes CD8
+
 dans la SNpc 















Figure 50 : Quantification des neurones TH
+
 dans la SNpc de souris CXCR3
-/- 
et de leurs souris sauvages appariées, 7 jours 
après intoxication par le MPTP ou injection d’une solution saline. Les souris CXCR3
-/-
 ne sont pas protégées vis-à-vis des 
effets neurotoxiques du MPTP. 
 
 
Bien qu’une protection partielle ait été obtenue par la délétion du récepteur CCR1 
(26%) elle est bien en deçà des 70% observés chez les souris déficientes en lymphocytes T 
CD4
+
 (Brochard et coll., 2009). Outre le fait que ces récepteurs puissent jouer un rôle mineur 
dans l’infiltration lymphocytaire, d’autres processus non exclusifs pourraient expliquer ce 
résultat.  
D’une part, la délétion d’un récepteur de manière constitutive pourrait entraîner des 
effets extra-lymphocytaires potentiellement délétères masquant les effets bénéfiques. En 





cellulaires (Bajetto et coll., 2002). Il a en outre été montré que la délétion constitutive d’un 
récepteur aux chimiokines augmente les concentrations sanguine et cérébrale de ses ligands 
par diminution de leur dégradation (Cardona et coll., 2008). Ce processus pourrait modifier 
le réseau chimiokinique et donc masquer l’effet éventuel de l’absence du récepteur. 
D’autre part, il est bien établi que les lymphocytes circulants peuvent exprimer 
plusieurs récepteurs pour différents ligands pouvant chacun influencer le comportement 
migratoire de ces cellules. Par conséquent, le blocage d’un seul de ces récepteurs pourrait se 
révéler insuffisant pour empêcher le processus de migration cérébrale des lymphocytes T. 
Cette hypothèse est confortée par des études in vitro qui ont montré que le blocage 
simultané de plusieurs récepteurs (CCR1, CCR2, CCR5 et CXCR3) pouvait être nécessaire pour 
bloquer la migration transendothéliale de ces cellules (Shulman et coll., 2012). Nous avons 
par conséquent, développé une stratégie expérimentale visant à bloquer de façon 
simultanée les récepteurs CXCR3, CCR1 et CCR5 chez la souris. 
 
2. Expériences de blocage multiple de récepteurs aux chimiokines 
 
2.1. Présentation 
Afin de tester l’hypothèse d’un effet partiel de chaque récepteur dans le processus 
d’infiltration lymphocytaire dans notre modèle expérimental de MP nous avons utilisé une 
stratégie de blocage multiple. Celle-ci a consisté à administrer, à des souris déficientes pour 








Figure 51 : Représentation des effets agonistes des candidats étudiés CCL3, CCL4 et CXCL10 sur leurs récepteurs respectifs 
et actions antagonistes du Met-RANTES. CLL3 et CCL5 sont des agonistes des récepteurs CCR1 et CCR5. CCL4 est un 
agoniste du récepteur CCR5 et CXCL10 agit sur CXCR3. Le Met-RANTES permet d’antagoniser l’effet de CCL3, CCL4 et CCL5 
sur les récepteurs CCR1 et CCR5. 
 
En effet, des premiers résultats encourageants obtenus au laboratoire suggéraient un 
effet protecteur de cet antagoniste vis-à-vis des effets toxiques du MPTP. Cette 
neuroprotection était par ailleurs associée à une diminution de l’infiltrat lymphocytaire CD4 
et CD8 dans la substance noire (Figure 52). Etant donné que le niveau de neuroprotection 
observé (40%) n’était pas aussi important que celui obtenu chez les souris CD4
-/- 
(70%) nous 
avons fait l’hypothèse qu’un ou d’autres récepteurs pouvaient également contribuer au 
processus de migration lymphocytaire dans ce modèle expérimental. 
 
 
Figure 52 : Quantification des neurones TH
+
 dans la SNpc de souris sauvages recevant un traitement au Met-RANTES ou 
du PBS, 7 jours après intoxication par le MPTP ou injection d’une solution saline (gauche). Les souris recevant du Met-
RANTES sont partiellement protégées contre les toxiques du MPTP (ANOVA à deux facteurs, *, p<0.05 ; d’après Brochard, 
2008). Quantification du nombre total de lymphocytes CD4 et CD8 infiltrés dans la SNpc de souris intoxiquées au MPTP et 
recevant un traitement au Met-RANTES ou du PBS (droite). Les souris traitées au Met-RANTES présentent une diminution 
significative du nombre de lymphocytes CD4
+
 dans la SNpc après intoxication au MPTP (Test t de Student, *, p<0.05 ; 





2.2. Résumé des principaux résultats 
Contrairement aux résultats précédemment obtenus sur des souris sauvages chez 
lesquelles le Met-RANTES avait été administré (Figure 53), nous n’avons pas observé d’effet 
protecteur significatif de cet antagoniste dans notre deuxième étude. Seule une tendance de 
l’ordre de 12% de protection contre la perte dopaminergique a été observée. Toutefois et de 
façon intéressante, la combinaison de ce traitement avec une délétion du gène codant pour 
CXCR3 était associée à une protection significative (36%) des neurones dopaminergiques 
contre les effets toxiques du MPTP (Figure 53). 
 
Figure 53 : Quantification des neurones TH
+
 dans la SNpc de souris Cxcr3
-/- 
et sauvages, recevant ou non du Met-RANTES, 
7 jours après intoxication par le MPTP ou injection d’une solution saline. A : L’inhibition simultanée des récepteurs CCR1, 
CCR5 et CXCR3 protège partiellement les neurones dopaminergique des effets du MPTP (ANOVA à trois facteurs, *, 
p<0,05. B : Photographies représentatives de sections de mésencéphale ventral immunomarquées pour la TH de souris 
Cxcr3
-/- 
et sauvages, recevant ou non du Met-RANTES et intoxiquées avec du MPTP ou recevant une solution saline (Barre 
d’échelle = 100 µm). 
 
Les études quantitatives de l’infiltrat lymphocytaire dans la SNpc, qui sont en cours, 





CXCR3 est associée à une diminution du recrutement lymphocytaire dans la substance noire 
des animaux intoxiqués par le MPTP. 
 
 
L’ensemble de ces données suggère qu’une inhibition combinée de plusieurs 
récepteurs aux chimiokines pourrait permettre de diminuer la dégénérescence 
dopaminergique.  
 
3. Expériences de délétion de récepteurs aux chimiokines à l’échelle leucocytaire 
Si l’inhibition combinée de plusieurs récepteurs aux chimiokines semble efficace pour 
diminuer la neurodégénérescence dopaminergique chez des souris MPTP, nous avons 
également voulu tester l’hypothèse selon laquelle une délétion ubiquitaire d’un récepteur 
en particulier pourrait masquer l’effet protecteur potentiellement conféré par l’absence du 
dit récepteur au niveau lymphocytaire. Pour cela, nous avons utilisé une stratégie de 
transfert passif. Cette technique consiste à transférer des splénocytes, déficients pour un 
récepteur donné, à des souris immunodéficientes rag1
-/-
 dépourvues de lymphocytes T et B. 
Cette manipulation a pour conséquence, plusieurs semaines après la greffe, une 
reconstitution du système immunitaire des souris hôtes par des lymphocytes n’exprimant 
pas le récepteur d’intérêt. Ainsi, dans ces souris chimères, seules les populations 
lymphocytaires sont déficientes pour le récepteur aux chimiokines dont l’expression reste 
par ailleurs intacte dans le reste de l’organisme.  
 
3.1. Etude des lymphocytes dans le sang périphérique 
 
3.1.1. Présentation 
Afin de vérifier que cette manipulation n’entraînait pas de modifications 
artefactuelles homéostatiques ou physiopathologiques des populations lymphocytaires, 
nous avons analysé par cytométrie en flux, avant et après induction de la pathologie, les 






3.1.2. Résumé des principaux résultats 
Quelque soit le type de reconstitution (splénocytes sauvages ou déficients pour les 
récepteurs CCR1, CCR5 ou CXCR3), les souris chimères présentaient une diminution de 50 à 
60% du taux de lymphocytes T circulants par  rapport à des souris C57BL/6 sauvages (Figure 
54). Les souris rag1
-/-
, quant à elles, présentaient extrêmement peu de lymphocytes T 




 était diminué chez les souris 
reconstituées par rapport aux souris C57BL/6 sauvages. Avec notamment une diminution de 
30% du taux de lymphocytes T CD4
+
 circulants. A l’inverse, le taux de lymhocytes CD8
+
 
circulants semble augmenter chez les animaux reconstitués (augmentation de 35% ; Figure 
54). Toutefois, ces modifications sont identiques quelque soit le type de reconstitution 
(Figure 54).  
 
Figure 54 : Quantification des populations lymphocytaires sanguines chez les souris sauvages, rag1
-/-
 non reconstituées, 






, 7 jours après intoxication par le MPTP 
ou injection d’une solution saline. Pourcentage de lymphocytes T CD3
+
 (A), T CD4
+
 (B) et T CD8
+
 (C) circulants dans les 
différents groupes de souris. Aucune différence significative n’est observée entre les souris reconstituées. NaCl n=3-4 par 
groupe. MPTP n=8-11 par groupe. 
 
D’autre part les cellules CD8
+





), activées alors qu’elles ne représentent que 75% chez les souris 




 est augmentée de façon significative 
chez les souris reconstituées par rapport aux souris sauvages (augmentation de 2 fois, 
p<0,05 Mann-Whitney Rank Sum Test). Néanmoins, là encore, ces différences sont 
identiques quelque soit le génotype des splénocytes transférés. 
 
De façon intéressante, nous observons ????????????????????????????????????????????
les lymphocytes CD8
+




 chez les souris 






Au total, ces données nous ont permis de confirmer l’absence de différence 
majeure entre les différents groupes expérimentaux de souris reconstituées avec des 
splénocytes de génotypes différents. En effet, bien qu’il existe des différences entre les 
souris C57BL/6 sauvages et les souris reconstituées quant à la proportion de cellules T 
circulantes, celles-ci sont similaires quelques soit le génotype des splénocytes utilisés pour 
le transfert passif. Enfin, l’intoxication par le MPTP des souris ne semble pas modifier le 




 circulantes ni leur état d’activation mais semble 
néanmoins provoquer un changement phénotypique de type proinflammatoire comme en 
???????? ?????????????????????????????????????????? ??????????? ???????????????-bet qui est 
considéré comme un marqueur des cellules Th1 et Tc1.  
 
3.2. Dégénérescence dopaminergique et infiltration lymphocytaire 
 
3.2.1. Présentation 
Afin de déterminer si l’invalidation lymphocytaire du récepteur CCR1 ou CCR5 ou 
CXCR3 pourrait avoir un impact négatif sur le comportement migratoire des lymphocytes T 
et un effet protecteur vis-à-vis des neurones dopaminergiques, nous avons entrepris 
d’évaluer et de comparer ces deux paramètres chez des souris sauvages et chimères 
intoxiquées par le MPTP. 
3.2.2. Résumé des principaux résultats 
 Les analyses quantitatives de la perte neuronale et des infiltrats lymphocytaires sont en 
cours. 
 
III. Expression des chimiokines dans la maladie de Parkinson 
 
1. Présentation 
Afin de confronter nos résultats obtenus dans le modèle murin d’intoxication par le 
MPTP avec la pathologie réelle, nous avons recherché des modifications d’expression des 
chimiokines CCL3, CCL4 et CXCL10 dans la SNpc de sujets témoins et parkinsoniens. Etant 
donné que l’expression des chimiokines semble relativement faible dans le cerveau nous 
avons utilisé la technique, très sensible, de PCR quantitative. Notre premier objectif a été 





d’expression de nos gènes d’intérêt.  Par ailleurs, nous avons analysé l’expression de la TH 
comme marqueur dopaminergique et HLA-DRa, une région conservée du gène HLA, comme 
marqueur des cellules microgliales. 
 
2. Résumé des principaux résultats 
Sur 8 gènes de référence potentiels (ACTB, EIF4A2, GAPDH, HPRT, SF3A1, TBP, TOP1 
et YWHAZ), une analyse avec le logiciel GeNorm (Vandesompele et coll., 2002) révèle que 
TOP1 et SF3A1 montrent l’expression la plus stable au sein des cohortes de patients 
parkinsoniens et témoins (Figure 55). L’expression de TOP1 et SF3A1 a donc été utilisée pour 
normaliser les valeurs d’expression de TH, HLA-Dra, CCL3, CCL4 et CXCL10.  A noter que 
l’expression de l’ACTB, d’HPRT, de la GAPDH, de TBP et d’YWHAZ était diminuée de façon 
significative chez les sujets parkinsoniens par rapport aux sujets témoins (Test T de Student 
ou test de Mann-Whitney, p<0,05). 
 
Figure 55 : Analyse par qPCR de la stabilité d’expression de 8 gènes de référence danss la SNpc de sujets contrôles et 
parkinsoniens. La valeur d’expression de stabilité moyenne (M) des gènes de référence est représentée après exclusion 
séquentielle du gène le moins stable. TOP1 et SF3A1 s’avèrent être les gènes dont l’expression est la plus stable. 
 
Par ailleurs, nos résultats montrent que l’expression de la TH est fortement diminuée 
dans la SNpc des patients parkinsoniens alors que l’expression d’HLA-Dra n’est pas modifiée 
au niveau transcriptionnel  chez ces patients (Figure 56). 
Enfin, s’agissant des gènes d’intérêt, nous avons observé une augmentation 





l’expression de CXCL10, bien que montrant une tendance à l’augmentation, n’était pas 
significativement différente par rapport aux sujets contrôles (Figure 56). 
 
Figure 56 : Expression des marqueurs cellulaires et des chimiokines dans la SNpc de sujets sains ou parkinsoniens par PCR 
quantitative. L’expression de la TH est significativement diminuée chez les sujets parkinsoniens. L’expression d’HLA-Dra 
n’est pas modifiée. L’expression de CCL3 et CCL4 est sgnificativement augmentée dans la SNpc des patients. L’expression 
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Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by a loss of 
dopamine-containing neurons (DNs). While there is mounting evidence to suggest that 
adaptive immunity, primarily associated with T cell infiltrates, significantly contributes to 
dopaminergic cell death, the mechanism of leukocyte brain extravasation in PD remains 
largely unknown. In particular, whether the chemokine network known to play a crucial role 
in leukocyte emigration at sites of inflammation could be involved in such process has not 
been elucidated so far. Here, we show that among 32 chemokine ligands, glial-derived CCL3, 
CCL4 and CXCL10 expression was strongly induced in the substantia nigra of mice exposed to 
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) during the course of neuronal 
degeneration. Interestingly, similar up-regulated expression of CCL3 and CCL4 was identified 
in the SN from PD patients compared to control subjects. Surprisingly, however, MPTP-
induced DN cell death was neither abrogated nor even reduced in CCR5-deficient and 
CXCR3-deficient mice whereas only a moderate 10% reduction in DN cell loss was observed 
in CCR1-deficient animals. Importantly, the lack of neuroprotection in mutant mice 
correlated with a mild or no reduction of T cell brain infiltration. However, combined 
inhibition of CCR1, CCR5 and CXCR3 through administration of the CCR1/CCR5 antagonist 
Met-RANTES to CXCR3-deficient mice, resulted in a significant neuroprotection against 
MPTP-induced DN cell death. Altogether, our data suggest that T cell brain extravasation 
during parkinsonism may proceed through distinct chemokine ligand/receptor pathways 






Parkinson’s disease is a neurodegenerative disorder characterized by the loss of dopamine-
containing neurons (DNs) in the substantia nigra pars compacta (SNpc). Except for rare 
genetic forms, PD is a sporadic condition of unknown cause. Yet, several scenarios regarding 
the mechanisms by which DNs degenerate have been suggested including mitochondrial 
dysfunction, oxidative stress and the impairment of protein degradation machinery (Dauer 
and Przedborski, 2003). Besides these cell-autonomous mechanisms of neuronal cell death, a 
growing body of evidence points towards the involvement of innate and adaptive immune 
responses in the degenerative process (Hirsch and Hunot, 2009). In particular, we and others 
have shown that peripheral T cells infiltrate the brain parenchyma during experimental 




 T cells in the SNpc is a 
neuropathological characteristic of human PD (McGeer et al., 1988; Brochard et al., 2009; 
Kurkowska-Jastrzebska et al., 1999; Theodore et al., 2008; Sanchez-Guajardo et al., 2010). 
Importantly, we have previously demonstrated that in the 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP) mouse model of PD, infiltrated CD4
+
 T cells are deleterious and 
participate to the demise of DN (Brochard et al., 2009). On the basis of these findings, 
preventing T cell infiltration during parkinsonism may represent an attractive therapeutic 
strategy for PD patients. Yet, the mechanism underlying such extravasation process is still 
largely unknown. In absence of major blood-brain-barrier (BBB) breakdown, the emigration 
of circulating leukocytes from the blood-stream to the brain parenchyma is tightly regulated 
by integrin-mediated adhesions and chemokine signals. Whereas chemokine pathways have 
been shown to play an instrumental role in orchestrating this infiltration in various 
inflammatory and neurodegenerative contexts (Bromley et al., 2008), their function in PD 





the few studies reporting on the functional importance of the chemokine network in PD 
have been focused on pathways preferentially involved in myeloid cell biology and trafficking 
(Cardona et al., 2006; Sriram et al., 2006, Pattarini et al., 2007; O'Callaghan et al., 2008).   
In this study, we sought to determine changes in the chemokine signature associated with 
nigrostriatal pathway injury and identified potential candidates that may play a critical role 
in T cell brain recruitment and neurodegeneration during parkinsonism. We found that glial-
derived CCL3, CCL4 and CXCL10 were strongly induced in the SN of mice exposed to MPTP 
intoxication. A similar up-regulated expression of Ccl3 and Ccl4 was further observed in the 
SNpc of parkinsonian patients suggesting similarities between the experimental model and 
the human disease. We also show that combined, but not individual, inhibition of CCR1, 
CCR5 and CXCR3 afforded neuroprotection suggesting that T cell brain recruitment during 







MPTP-induced nigrostriatal pathway injury is associated with increased expression of 
CCL3, CCL4 and CXCL10.  
In mouse, MPTP-induced nigrostriatal pathway injury is associated with a nigral recruitment 
of circulating T cells in the absence of major BBB breakdown suggesting that leukocyte 
extravasation is likely to be regulated by integrin-mediated adhesions and chemokine signals 
(Brochard et al., 2009). To identify chemokine factors that could possibly be involved in the 
emigration of peripheral T cells into the brain in this experimental model of PD, we 
determined the chemokine signature in the ventral mesencephalon of MPTP-treated mice. 
To validate our experimental material, we first assessed changes in the expression level of 
cellular and inflammatory markers before and after disease induction. As expected, 2 days 
after MPTP intoxication, Th mRNA level in the ventral mesencephalon was strongly reduced 
whereas expression of glial cell activation markers (Gfap, H2-K1, Trem2, B2m) and 
inflammatory cytokines (Tnfa, Ifng) were found to increase significantly compared to saline-
injected animals (Fig. 1A). At this time point, when microglial cell-associated innate immune 
response is in full progress and SN invasion by peripheral T cells is initiated, the CXCR3 ligand 
CXCL10 (IP-10) was the most highly up-regulated chemokine in terms of mRNA level (23-fold 
induction) (Fig. 1B). In addition to this CXCR3 ligand, the CC chemokines CCL3 (MIP-1?) and 
CCL4 (MIP-1?) (ligands for CCR1 and CCR5), and CCL2 and CCL12 (ligands for CCR2) were also 
induced but to lower levels than CXCL10 (Fig. 1B). Finally, a modest but significant increased 
in CCL6 and CCL9 was also noticed whereas CCL19, CXCL4, CXCL12 and CXCL13 were slightly 
reduced. All other tested chemokines (n=22) did not show significant changes in expression 
following MPTP intoxication. As peripheral T cells continuously infiltrate into the brain from 





these chemokine ligands at this latter time point. Of note, reduced Th expression and 
increased levels of some glial cell markers (Trem2, B2m) were still observed at this stage of 
disease development together with an increase of T cell-associated phenotypic and 
differenciation markers (Cd3e, Cd3g, Cd3d, Tbx21, Foxp3, Rorc). By day 7 after MPTP 
intoxication, most of the chemokine ligands showing increased expression at day 2 were 
down-regulated to levels that were not statistically different from saline-injected control 
animals. Yet, significant up-regulation of CCL2 and CCL3 was still detected at 7 days after 
MPTP exposure. Finally, a slight increase in CCL5 (RANTES, a CCR5 ligand) was also noticed at 
this later time point (Fig. 1B inset). Thus, the chemokine signature in the injured SN changes 
as a function of time in this mouse model of PD. 
To further assess changes in chemokine expression following nigrostriatal pathway injury, 
we measured by ELISA chemokine protein levels in brain homogenates from mice previously 
used for qPCR analysis. We focused our analysis on CCL3, CCL4, CCL5 and CXCL10 which, 
unlike the macrophage attracting factors CCL2 and CCL12, have been strongly implicated in T 
cell recruitment in inflamed tissues (Bromley et al., 2008). Consistent with qPCR data, the 
content of CCL3, CCL4 and CXCL10 in the ventral mesencephalon was increased by day 2 
after MPTP exposure but decreased by day 7 at a level that was not significantly different 
from levels detected in saline-treated mice (Fig. 2). Interestingly, a strong and positive 
correlation was found between mRNA and protein expression levels for these 3 ligands. By 
contrast, CCL5 was barely detectable in both saline- and MPTP-injected mice and changes in 








Glial cells are a major source of CCL3, CCL4 and CXCL10 during nigrostriatal pathway injury.  
The above data suggest that CCL3, CCL4 and CXCL10 are induced in the ventral 
mesencephalon following MPTP-mediated DA injury in mouse. To further confirm these data 
and determine the cellular origin of inflammatory chemokines during PD-like 
neurodegeneration, we performed immunohistochemical analysis of CCL3, CCL4 and CXCL10 
on mesencephalon tissue sections. We first validated the specificity of primary antibodies 
directed against CCL3, CCL4 or CXCL10 using multiple approaches including gene targeting 
deletion and immunoadsorption in a mouse model of nigral neuroinflammation induced by 
stereotaxic LPS injection (Castano et al., 1998). In this model, a robust expression of CCL3 
and CXCL10 was observed in the SNpc of C57BL6J mice 24 hours after LPS administration. 
This expression was associated with strong microglial cell activation and astrogliosis. The 
CCL3 staining observed following LPS injection was completely abolished in Ccl3
-/-
 mice 
whereas CXCL10 staining in these mice remained as strong as in wild-type animals indicating 
that the absence of CCL3 did not hamper LPS-induced neuroinflammation in mutant mice 
(Fig. S1). Similarly, CXCL10 staining was completely abolished in Cxcl10
-/-
 mice whereas CCL3 
staining was still observed in mutant mice (Fig. S2). Because Ccl4
-/-
 mice were not available, 
we tested CCL4 staining specificity by pre-incubating the anti-CCL4 primary antibody with 
CCL4 recombinant protein. In these conditions, CCL4 staining in MPTP-intoxicated C57BL6J 
mice was absent (Fig. S10B). Similar conclusions were driven for CCL3 and CXCL10 staining 
specificity using preadsorption tests. Finally, omission of anti-chemokine primary antibodies 
resulted in absence of staining (Fig. S6A, S10A and S14A). 
Having validated the specificity of the chemokine antibodies, we performed triple 
immunofluorescence straining experiments on ventral midbrain tissue sections from mice 
exposed or not to MPTP. Figures 3 and 4 show that nigral Iba1
+





producer of both CCL3 and CCL4 after MPTP-induced DA injury. By contrast, CCL3 and CCL4 
were never observed in GFAP
+
 astrocytes and PECAM
+
 vascular endothelial cells (Fig. S4, S5, 
S8 and S9). Interestingly, CCL3 and CCL4 were detected clustered and/or in vesicle-like 
structures distributed in the cell body of microglial cells (Fig. 3E, 3F, 4E and 4F). Unlike CCL3 
and CCL4, CXCL10 was only detected within GFAP
+
 astrocytes (Fig 5A-E). However, some 
CXCL10 staining was also observed on cellular elements displaying astrocytic-like 
morphology characterized by low or no GFAP expression reminiscent to immature astrocytes 
(Fig. 5C-D). Absence of co-localization between CXCL10 and Iba1, TH or PECAM confirms the 
strict astrocytic source of this chemokine in the lesioned SNpc (Fig. S12 and S13). Finally, 
CXCL10 astrocytic staining was detected in several clusters distributed in the cell body (Fig. 
5E).  
 
Single deficit for Ccr1 but not Ccr5 is mildly protective against MPTP toxic effects. 
Combined inhibition of Ccr1, Ccr5 and Cxcr3 but not single deficit for Cxcr3 protects against 
MPTP injury. 
The elevated and early nigral expression of CCL3, CCL4 and CXCL10 after MPTP treatment 
indicates that these inflammatory chemotactic factors could be involved in the extravasation 
of circulating T cell within the injured SN. Indeed, effector and memory T cells are known to 
be equipped with several chemokine receptors such as CCR1 and CCR5 (receptors for CCL3 
and CCL4) and CXCR3 (receptor for CXCL10), allowing them to respond to chemokine 
gradient at sites of inflammation. To test this hypothesis, we compared the effects of MPTP 
in mutant mice lacking either the chemokine receptor CCR1, CCR5 or CXCR3 and in their 
wild-type (WT) littermates. We found that whereas only 49% of nigral TH
+
 DNs survived 
MPTP injection in WT mice, 59% of these neurons survived in Ccr1
-/-





similar MPTP regimen (Fig. 6A). This modest increase in TH
+
 DA survival was associated with 
a small reduction of infiltrated CD8
+
 T cells whereas the number of CD4
+
 T cells was similar in 




 mice were 
equally susceptible to MPTP-induced DA cell death as their WT littermates with no major 
differences in the number of infiltrated T cells except that of CD8
+
 T cells that was slightly 
decreased in Ccr5
-/-
 mice (Fig. 6C, 6D and 7A).  
The absence of major impact on neuropathological outcomes in mice lacking a single 
chemokine receptor following MPTP intoxication may indicate that different chemokine 
pathways could cooperate to promote T cell accumulation in the inflamed SN. Indeed, it has 
been previously documented that efficient blockade of lymphocyte brain extravasation may 
require multiple receptor inhibition (Shulman et al., 2012). To address such possibility we 
used genetic and pharmacological approaches to achieve combined and simultaneous 
inhibition of CCR1, CCR5 and CXCR3. To that end, we took advantage of Met-RANTES, a 
nanomolar antagonist of both CCR1 and CCR5 (Proudfoot et al., 1999) that was 
administrated to WT or Cxcr3
-/-
 mice. As shown in Figure 7, whereas i.p. administration of 
Met-RANTES in WT mice does not change the rate of DA cell death obtained in PBS-treated 
WT and Cxcr3
-/-
 animals following MPTP exposure, a significant reduction of DA cell loss was 
observed in Cxcr3
-/-
 mice that were co-administrated with the antagonist (36% protection). 
Together, our data suggest that CCR1, CCR5 and CXCR3 play independent and additive role in 
mediating T cell-induced neurodegeneration in the MPTP mouse model of PD.  
 
Ccl3 and Ccl4 mRNA are up-regulated in the substantia nigra of parkinsonian patients. 
To determine the relevance of our findings obtained in a toxin-based animal model of the 





tissue samples obtained postmortem from parkinsonian patients and control individuals. We 
first identified and validated reference genes to be used for proper normalization of 
chemokine gene expression. Among 8 putative reference genes tested (Actb, Eif4a2, Gapdh, 
Hprt, Sf3a1, Tbp, Top1 and Ywhaz), we found that Top1 and Sf3a1 were the most stable in 
terms of expression level in the SN across PD patients (n=24) and control subjects (n=20) 
whereas Actb, Gapdh, Tbp and Ywhaz were significantly down-regulated in parkinsonian 
patients compared to control individuals (P < 0.05, data not shown). Using these 2 genes as 
normalizers, we observed a significant increase in Ccl3 and Ccl4 mRNA expression level in the 
SN of PD patients compared to control subjects (Fig. 8). Although Cxcl10 showed a trend to 
increased expression in parkinsonian patients, this difference did not reached statistical 
significance (Fig. 8; P=0.612, Mann-Whitney U test). Finally, consistent with the massive loss 
of dopaminergic neurons in the SN during PD, Th mRNA expression level was reduced by 
78% in nigral tissue from PD patients (data not shown) thus confirming the 






Mounting evidence support a role for the adaptive arm of the immune system in PD 
pathogenesis (Hirsch and Hunot, 2009). Not only circulating T cells were found to infiltrate 
the injured nigrostriatal pathway in both PD patients and MPTP-intoxicated mice, but also 
infiltrated T cells were shown to mediate DN cell death in the MPTP mouse model (McGeer 
et al., 1988; Kurkowska-Jastrzebska et al., 1999; Brochard et al., 2009). This raises the 
tantalizing hypothesis that targeting this adaptive immune response may represent an 
interesting therapeutic perspective for PD patients. One strategy that can be though about 
to combat such T cell-mediated neurodestructive mechanism would be to prevent 
circulating T cells to emigrate into the inflamed brain tissue. Yet, this requires a deep 
understanding of the molecular mechanisms underlying such leukocyte extravasation across 
the BBB. In this study, we present evidence that glial-cell derived chemokines are induced 
under DN injury. Importantly, we have shown that combined blockade of multiple 
chemokine receptors was necessary to achieve marked neuroprotection in this context 
suggesting that chemokine pathways may constitute a valid therapeutic target. 
Consistent with previous reports, we found that experimental lesion of the nigrostriatal 
pathway in MPTP intoxicated mice results in an up-regulation of Ccl3, Ccl4 and Cxcl10 genes 
expression in the ventral mesencephalon (Kalkonde et al., 2007; Pattarini et al., 2007; 
L'Episcopo et al., 2011).  Importantly, such changes in chemokine gene expression were also 
observed in the SN of PD patients suggesting that the MPTP mouse model recapitulates, at 
least to some extent, the neuroinflammatory characteristics of the human disease and 
represents therefore a legitimate disease model to study the function of chemokine 
pathways in T cell brain recruitment and dopaminergic neurodegeneration.  Unlike previous 





in the ventral mesencephalon following MPTP-induced DN injury but also determined the 
precise localization of these ligands i.e. in the vicinity of midbrain DNs of the SN. Within the 
injured SN, microglia and astrocytes were identified as the main cellular sources of 
CCL3/CCL4 and CXCL10, respectively. Our observations are consistent with previous studies 
showing that, in various pathological contexts, microglial cells represent one the main cell 
population capable of producing both CCL3 and CCL4 (Peterson et al., 1997; Simpson et al., 
1998; Balashov et al., 1999; Bianchi et al., 2011; Johnson et al., 2011; Mayer et al., 2011). 
Similarly, the restricted astrocytic expression of CXCL10 in the lesioned SN is consistent with 
previous reports describing CXCL10 expression pattern in various neuroinflammatory 
contexts including Alzheimer’s disease (Ransohoff et al., 1993; Vanguri, 1995; Tani et al., 
1996; Lane et al., 1998; Ren et al., 1998; Sauder et al., 2000; Xia et al., 2000; Asensio et al., 
2001; Muller et al., 2007). Thus, glial cells which get rapidly activated upon DN injury 
produce factors that participate to the inflammatory remodeling of DN microenvironment 
which in turn may favor and drive emigration of circulating leukocytes at site of neuronal 
injury. In line with this, we could observe CCL3 and CXCL10 staining in close contact to blood 
vessel walls in the SN of mice intoxicated with MPTP.  As CCL3 and CXCL10 were not 
detected in vascular PECAM
+
 endothelial cells, it is likely that CCL3
+
 microglial and CXCL10
+
 
astrocytic processes contacting blood vessels may deliver chemotactic signals necessary for 
lymphocyte extravasation across the BBB. Chemokines are generally secreted factors and 
their detection in the Golgi compartment as well as secretory granules have been previously 
reported in many different cell populations including endothelial cells and CD8
+
 lymphocytes 
(Oynebraten et al., 2004; Catalfamo et al., 2004; Oynebraten et al., 2005; Shulman et al., 
2012). Interestingly, CCL3, CCL4 and CXCL10 presented different subcellular localization 





cells both CCL3 and CCL4 were distributed in structures reminiscent of Golgi and secretory 
granules, CXCL10 was observed in numerous clusters throughout the astrocytic cell body. 
Collectively, our results showing early changes of the chemokine network associated with 
dopaminergic lesion suggest that chemokine pathways could be involved in the mechanisms 
driving the recruitment of T cells in the SN. In particular, expression of CCL3, CCL4 and 
CXCL10 as early as 24 hours after MPTP exposure, i.e. before the first wave of T cell 
infiltration, is compatible with the view that these ligands may be involved in cerebral T 
lymphocyte extravasation in this animal model of PD (Kurkowska-Jastrzebska et al., 1999; 
Brochard et al., 2009). It is worth noting, however, that besides the continuous brain 
recruitment of leukocytes up to 7 days after disease initiation, expression of CCL3, CCL4 and 
CXCL10 dramatically decreases at this later time point suggesting that these chemokine 
ligands may play important role in early but not late infiltration process. Yet, other 
chemokine factors may take over CCL3, CCL4 and CXCL10 in orchestrating T cell brain 
extravasation. This hypothesis is supported by the increased expression of a different subset 
of chemokines (Ccl5, Ccl6 and Ccl9) 7 days after MPTP injection. Thus, the chemokine 
signature of the injured SN changes dynamically along with the different phases of the 
degenerative process. These changes may in turn control the recruitment of different T cell 
populations expressing distinct class of chemokine receptors. 
Another contribution of our study is the demonstration that targeting chemokine receptors 
for CCL3, CCL4 and CXCL10 can afford neuroprotection in experimental parkinsonism. In 
particular, combined inhibition of CCR1, CCR5 and CXCR3 was necessary to improve disease 
outcome after MPTP exposure whereas individual inhibition of each of these receptors had 
little if no impact on the neurodegenerative process. Two potential nonexclusive 





redundant roles in T cell brain infiltration during MPTP-induced nigrostriatal pathway injury. 
Our multi-chemokine receptor targeting strategy supports such hypothesis. Second, systemic 
deletion of a given chemokine receptor as achieved in genetically engineered mouse with 
targeted deletion of CCR1, CCR5 or CXCR3, may have multiple biological consequences 
within and outside the central nervous system that could mask or overrule a potential 
neuroprotective effect. For instance, distinguishing between the role of chemokine 
pathways in the development of immunity versus trafficking of cells to the CNS represent an 
important issue (Trifilo and Lane, 2004). In line with this, the mild, but significant 
neuroprotection observed in CCR1-deficient mice despite similar CD4
+
 T cell infiltration as 
compared to WT mice is intriguing. Because macrophages also express CCR1 (Charo and 
Taubman, 2004), one possible explanation is that CCR1 deficiency may affect primarily brain 
recruitment of blood-born monocyte/macrophages that has been shown to occur in the SN 
after MPTP-induced nigrostriatal pathway injury (Kokovay and Cunningham, 2005; Kokovay 
and Cunningham, 2005). Since bone marrow-derived microglia contribute to the 
neuroinflammatory response and express iNOS in this context (Kokovay and Cunningham, 
2005), limiting their emigration into the brain through CCR1 blockade could have afforded 
partial neuroprotection as seen in our experiments. To overcome potential confounding 
effect of systemic chemokine receptor deletion, it would be valuable in the future to use 
adoptive transfer of WT versus chemokine receptor-deficient splenocytes to specifically 
address the role of the chemokine pathways in T cell brain recruitment during parkinsonism. 
In summary, our findings support a role for the chemokine network in PD pathogenesis. 
Results presented here identify glial cells as the source of CCL3, CCL4 and CXCL10 chemokine 
ligands which are induced in the SN of MPTP-intoxicated mice and of PD patients.  





preventing T cell brain infiltration and DN cell death. However, neuroprotection against 
MPTP-induced toxicity could be achieved by combined inhibition of CCR1, CCR5 and CXCR3 
suggesting redundancy in the function of different chemokine pathways in our experimental 
model. Therefore, therapeutic strategies targeting the chemokine network in PD will have to 






Material and methods 
Animals. Ten- to twelve-week-old male C57BL/6J mice, weighing 25–30 g were purchased 
from the Centre d'Elevage R Janvier (CERJ, , France). The following strains were obtained 












were obtained from Dr. C. Combadière. Mice were kept in a temperature-controlled room 
(23°C ± 1°C) under a 12-hour light/dark cycle and had ad libitum access to food and water. 
Animal handling was carried out according to ethical regulations and guidelines (Guide for 
the care and use of laboratory animals. NIH publication no. 85-23. Revised 1985) and the 
European Communities Council Directive 86/609/EEC. Experiments using vertebrates were 
approved by the Services Vétérinaires de Paris. 
 
Treatment and tissue preparation. Groups of mice received 4 i.p. injections of MPTP-HCl (20 
mg/kg, except where otherwise stated) at 2-hour intervals and were sacrificed from 1 to 7 
days after the last injection. Control mice received an equal volume of saline solution (0.09% 
NaCl). Treatment with Met-RANTES (Met-CCL5), an antagonist of the CCL5 receptors CCR1 
and CCR5 (Proudfoot et al., 1996; Proudfoot et al., 1999), was performed by intraperitoneal 
injection (50 ?g in PBS) three times at two days interval starting the day prior to MPTP 
injection. For stereotaxic surgery animals were deeply anesthetized with i.p. injection of 65 
mg/kg ketamine and 6.5 mg/kg xylazine. Injection of LPS (1 µg/µl Escherichia coli LPS; Sigma-
Aldrich) was made unilaterally above the SNpc using a 33-gauge syringe connected to a 
microinjector (Hamilton). The animals were subjected to stereotaxic surgery with the incisor 
bar set at the following coordinates: 2.90 mm posterior to the bregma, 1.30 mm bilateral to 





were sacrificed one day after LPS administration. For qPCR and ELISA assays, mice were 
sacrificed by cervical dislocation and their brain rapidly extracted and dissected to recover 
the ventral mesencephalon that was frozen in liquid nitrogen. For immunohistochemistry, 
mice were euthanized with 100 mg/kg pentobarbital and transcardially perfused with 50 ml 
of heparin solution (5 U/ml) followed by 100 ml of 4% paraformaldehyde. Brains were then 
processed for sectioning according to previous protocol (Hunot et al., 2004) and 20µm-thick 
free-floating midbrain sections were prepared using a frozen microtome (Leica). 
 
Human Samples. The study was performed on autopsy brain tissue from 20 control subjects 
and 24 parkinsonian patients, which were well-characterized clinically and 
neuropathologically (Hôpital de la Salpêtrière and CRicm Brain Bank). PD patients and 
control subjects did not differ significantly in terms of their mean age at death (PD patients, 
79.71 ± 2.75 years of age; controls, 74.57 ± 1.38 years of age; P = 0.072, Student’s t test; 
mean ± SEM). Mean interval from death to the freezing of tissue was significantly lower in 
PD patients compared to control individuals (PD patients, 15.77 ± 2.70 hours; controls, 26.24 
± 2.95 hours; P = 0.025, Mann-Whitney U test; mean ± SEM). Experiments using human 
postmortem material were approved by the Comité de Protection des Personnes review 
board (Ile de France 1, Paris, France). Frozen substantia nigra tissue was obtained either 
from blocks of mesencephalon or from 20 µm-thick tissue sections recovered on SuperFrost 
Plus slides (Kindler O GmbH). 
 
Quantitative RT-PCR assay. Total RNA was harvested from homogenized brain tissue using 
the RNeasy Lipid Tissue Kit (QIAGEN). RNA samples were quantified using a Nanodrop 





Bioanalyzer (Agilent Technologies). For mice studies, RNA quality limits were A260/280 >2 
and RIN >7. Human RNA quality was A260/280 >1.8 and 4>RIN>7 (to limit amplification 
variability due to differences in RNA quality; Fleige et al., 2006). Messenger RNA was then 
reverse transcribed using either SuperScript™ III First-Strand Synthesis SuperMix (Life 
Technologies ; mice studies) containing oligo-déoxy-thymine and random hexamers or High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies ; human studies) containing only 
random hexamers to prevent from potential bias due to RNA degradation with oligo-déoxy-
thymine primers. To eliminate contaminating genomic DNA, RNA preparations were treated 
with RNase-free DNase (QIAGEN). Primers were chosen by using the computer program 
Primer Express 3.0 (Life Technologies). Whenever possible, oligonucleotides were designed 
to overlap exon–intron borders to avoid amplification of genomic DNA and amplicons size 
was always between 59 and 100 bp to limit amplification variability due to RNA quality 
differences (Fleige Biotechnol Lett 2006). The sequences of the specific PCR primers were as 
follows (5’ to 3’): hActb, forward: CTGGCACCCAGCACAATG, reverse: 
GCCGATCCACACGGAGTACT; hCcl3, forward: CAACCAGTTCTCTGCATCACTTG, reverse: 
CGGGAGGTGTAGCTGAAGCA; hCcl4, forward: AGCGCTCTCAGCACCAATG, reverse: 
AGCTTCCTCGCAGTGTAAGAAAA; hCxcl10, forward: CCACGTGTTGAGATCATTGC, reverse: 
TTCTTGATGGCCTTCGATTC; hEif4a2, forward: CAAGGAGACCCAAGCACTAGTATTG, reverse: 
CTCCAAGTGCCAGAATTACCTTTT; hGapdh, forward: AATCCCATCACCATCTTCCA, reverse: 
TGGACTCCACGACGTACTCA; hGfap, forward: CTGGAGGTTGAGAGGGACAA, reverse: 
CAGCCTCAGGTTGGTTTCAT; hHla-???, forward: TGGCGGCTTGAAGAATTTG, reverse: 
TTGGCCAATGCACCTTGAG; hHprt1, forward: GCAGACTTTGCTTTCCTTGG, reverse: 
AACACTTCGTGGGGTCCTTT; hSf3a1, forward: CCACCCAAAGGTTTATTTTCAAA, reverse: 





GGGGAGGGATACAGTGGAGT; hTh, forward: CCTCGGATGAGGAAATTGAG, reverse: 
CTGCTTACACAGCCCGAACT; hTop1, forward: AATGCCTCCATCACGCTACAG, reverse: 
GGCACGGTTATAAGAAAGGATCTTC; hYwhaz, forward: CTGGTGATGACAAGAAAGGGATT, 
reverse: GCATTTCCTTTTTGCTGATTTCA; ????, forward: CACTGACCGGCCTGTATGC, reverse: 
GGTGGCGTGAGTATACTTGAATTTG; mCxcl10, forward: CATCCCTGCGAGCCTATCC, reverse: 
GGATTCAGACATCTCTGCTCATCA; mCD68, forward: TGGCGGTGGAATACAATGTG, reverse: 
GAGATGAATTCTGCGCCATGA; mCD11b, forward: CCGAGGTGCTCCTAAAACCA, reverse: 
GATGCTTACCTGGGTTATGCTTCT; mCx3cr1, forward: ATCAGCATCGACCGGTACCT, reverse: 
CTGCACTGTCCGGTTGTTCA; mGapdh, forward: TGTGTCCGTCGTGGATCTGA, reverse: 
CCTGCTTCACCACCTTCTTGA; mGfap, forward: CGCTCAATGCTGGCTTCA, reverse: 
AAGCGGTCATTGAGCTCCAT; mHprt, forward: CTTCCTCCTCAGACCGCTTTT, reverse: 
AACCTGGTTCATCATCGCTAATC; mF4/80, forward: GATGAATTCCCGTGTTGTTGGT, reverse: 
ACATCAGTGTTCCAGGAGACACA; mTh, forward: GGATGTGTCTCACTTCTTGAAGGA, reverse: 
AGAAAATCACGGGCAGACAGTAG. Quantitative RT-PCR was performed using SYBRGreen PCR 
Master Mix (Applied Biosystems) on a 7500 Real-Time PCR System (Life Technologies). In 
mice, all quantitative PCR reactions were normalized to Gapdh and Hprt transcripts 
expression. Gene expression assays were performed with custom TaqMan Low Density 
Arrays following manufacturer’s instructions (Life Technologies). In humans, because the 
widely used transcript of Gapdh can be subject to regulation, thus making it less suitable for 
normalization (Coulson et al., 2008) and 1 gene may be insufficient for proper normalization 
(Vandesompele et al., 2002), we analyzed transcripts for Actb, Eif4a2, Gapdh, Hprt1, Sf3a1, 
Tbp, Top1, Ywhaz with geNorm software (Vandesompele et al., 2002; Biogazelle). Because 





parkinsonian SN, all quantitative PCR reactions were normalized to their expression. Data 
were analyzed with qBASE plus software (Biogazelle). 
 
ELISA. Hemi-ventral mesencephalons were homogenized in sterile Tris-NaCl buffer 
containing proteases inhibitors (cOmplete ULTRA, Roche) and centrifuged at 12000g for 30 
minutes. Protein homogenates were concentrated on Amicon Ultra columns (Millipore) prior 
to chemokine measurement using murine Quantikine Immunoassay kits according to the 
manufacturer’s recommendations (R§D systems). 
 
Immunohistochemistry. For immunohistochemical staining, mouse midbrain sections were 
incubated with primary antibodies directed against TH (T9237-13; rabbit polyclonal; dilution 
1:500; US Biological), CD4 (clone YTS191.1; rat monoclonal IgG2b; dilution 1/100; Abd 
?????????????????????????????????????????????????; dilution 1/100; Abd Serotec), at 4°C for 
24 to 48 hours. Staining was revealed by the ABC method (Vector Laboratories, Burlingame, 
CA) using biotin-conjugated secondary antibody (BA-1000, anti-rabbit IgG, dilution 1/250, 
Vector laboratories; STAR131B, polyclonal anti-rat IgG, dilution 1/200, Abd Serotec) followed 
by avidin–biotin conjugated peroxidase and 3,3?-diaminobenzidine as the peroxidase 
substrate (Sigma-Aldrich). For multiple antigen detection, brain sections were incubated for 
48 hours at 4°C with a combination of 3 different primary antibodies developed in different 
species: anti-CCL3 (AF-450-NA; Goat IgG; dilution 1:100; R§D Systems), anti-CCL4 (AF-451-
NA; Goat IgG; dilution 1:100; R§D Systems), anti-CXCL10 (AF-466-NA; Goat IgG; dilution 
1:100; R§D Systems), anti-TH (22941; mouse monoclonal IgG1; dilution 1:500; Immunostar), 
anti-Iba1 (019-19741; rabbit polyclonal; dilution 1/500; Wako), anti-GFAP (Z0334; rabbit 





1/15; Abcam). Appropriate donkey Alexa Fluor 488-, Alexa Fluor 555- and Alexa Fluor 647-
conjugated secondary antibodies (Life Technologies) were then applied for 1 hour at room 
temperature at 1:1000 dilution. 
 
Image and data analysis. DAB-immunostained sections were analysed by bright field 
microscopy using a Leitz microscope equipped with image analysis software (Mercator, 
ExploraNova, La Rochelle, France). TH
+
 cell bodies were quantified stereologically on 
regularly spaced sections covering the whole SNpc using the VisioScan stereology tool. The 
investigator performing the quantification was blinded to the treatment and genotype 
groups during the analysis. Fluorescent sections were analysed on a Zeiss Axioplan 2 using 
ExploraNova FluoUp 1.0 software. 
Total numbers of TH-, CD4- and CD8-positive cells were counted in one SNpc according to 
criteria defined by German et al. and Paxinos et al. (German et al., 1996; Paxinos, 2001). 
Sections were examined with i) a fluorescence microscope Zeiss Axioplan 2, equipped with 
an Evolution QEi digital camera and using ExploraNova FluoUp 1.0 software and ii) an upright 
confocal laser scanning microscope Olympus FV-1000 and using Olympus FV-1000 software. 
Images were then prepared with Image J software. 
 
Statistics. All values are expressed as the mean ± SEM. Differences in means between 2 
groups were analyzed using 2-tailed Student’s t test or, when data were not normally 
distributed, with a nonparametric Mann-Whitney U test. Differences in means among 
multiple data sets were analyzed using 1-, 2- or 3-way ANOVA with time, treatment, or 
genotype as the independent factors. When ANOVA showed significant differences, pair-





were not normally distributed, ANOVA on ranks was used (Kruskal-Wallis test followed by 
pairwise comparison using Dunn test). Spearman rank correlation coefficient was used to 
evaluate statistical dependence between two variables of non-parametric distribution. In all 
analyses, P values of less than 0.05 were considered significant (SigmaStat Statistical 
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Figure 1: CCL3, CCL4 and CXCL10 mRNA expression is highly up-regulated in MPTP-
treated mice ventral mesencephalon.  
(A) Relative expression of cellular markers and cytokines in the ventral 
mesencephalon of MPTP-intoxicated mice 2 days (grey) and 7 days (black) after MPTP 
exposure. (B) Relative expression of chemokine ligands in the ventral mesencephalon of 
MPTP-intoxicated mice 2 days and 7 days (inset) after intoxication. The relative expression of 
target gene were obtained in monoplicate and normalized against the transcript levels of 
Gapdh and Hprt. Data are represented as the mean ± SEM of the relative expression of 3 
saline- and 7 MPTP-treated animals. *P < 0.05 compared with saline injected mice (Student T 
test), §P<0.05 compared with saline injected mice (Mann Whitney U test). 
 
Figure 2: CCL3, CCL4 and CXCL10 protein ligands are up-regulated in the ventral 
mesencephalon following MPTP intoxication.  
ELISA assay for CCL3 (A), CCL4 (C) and CXCL10 (E) in the ventral mesencephalon of 
saline-injected (n=7) and MPTP-intoxicated mice 2 days (n=17) and 7 days (n=19) after MPTP 
exposure (4 X 23.5 mg/kg).  *P < 0.05 compared with saline injected mice (ANOVA on ranks). 
Ccl3 (B), Ccl4 (D) and Cxcl10 (F) mRNA levels were strongly correlated with CCL3, CCL4 and 
CXCL10 protein levels, respectively. CCL3: R²=0.95, Spearman Coefficient= 0,982, P<0.01. 
CCL4: R²=0.93, Spearman Coefficient= 0,912, P<0.01. CXCL10: R²=0.95, Spearman 






Figure 3: MPTP-induced nigrostriatal pathway injury stimulates microglial cell 
expression of CCL3 in the substantia nigra.  
Immunofluorescent detection of CCL3 (red), Iba1
+
 microglial cells (green) and TH
+
 
dopaminergic neurons (blue) in the ventral mesencephalon of saline-treated (A) or MPTP-
intoxicated mice 24 hours after toxin exposure (C). (B) Higher view of yellow boxes in (A). (D) 
Higher view of yellow boxes in (C). CCL3 was detected in Iba1
+
 microglial cells (arrows) after 
MPTP intoxication. Arrowheads point to CCL3
low
 microglial cells. Bars: 100 µm (A and C); 20 
µm (B and D). (E and F) Confocal microscopy analysis of CCL3, Iba1 and TH staining in the 
SNpc of mice treated by MPTP 24 hours after intoxication. Confocal analysis confirmed the 
colocalization of CCL3 with Iba1
+
 microglial cells. Two different subcellular localization 
patterns of CCL3 could be observed i.e. large clustering within the microglial cell body (E) 
and in vesicle-like elements disseminated throughout the cell body (F). Bars: 5 µm. 
Figure 4: MPTP-induced nigrostriatal pathway injury stimulates microglial cell 
expression of CCL4 in the substantia nigra. 
Immunofluorescent detection of CCL4 (red), Iba1
+
 microglial cells (green) and TH
+
 
dopaminergic neurons (blue) in the ventral mesencephalon of saline-treated (A) or MPTP-
intoxicated mice 24 hours after toxin exposure (C). (B) Higher view of yellow boxes in (A). (D) 
Higher view of yellow boxes in (C). CCL4 was detected in Iba1
+
 microglial cells (arrows) after 
MPTP intoxication. Arrowheads point to CCL4
low
 microglial cells. Bars: 100 µm (A and C); 20 
µm (B and D). (E and F) Confocal microscopy analysis of CCL4, Iba1 and TH staining in the 
SNpc of mice treated by MPTP 24 hours after intoxication. Confocal analysis confirmed the 
colocalization of CCL4 with Iba1
+
 microglial cells. Two different subcellular localization 
patterns of CCL4 could be observed i.e. large clustering within the microglial cell body (E) 






Figure 5: MPTP-induced nigrostriatal pathway injury stimulates astrocytic cell 
expression of CXCL10 in the substantia nigra. 
Immunofluorescent detection of CXCL10 (red), GFAP
+
 astrocytes (green) and TH
+
 
dopaminergic neurons (blue) in the ventral mesencephalon of saline-treated (A) or MPTP-
intoxicated mice 24 hours after toxin exposure (C). (B) Higher view of yellow boxes in (A). (D) 
Higher view of yellow boxes in (C). CXCL10 was detected in GFAP
+
 (big arrows), and GFAP
low
 





Arrowheads point to CXCL10
-
 astrocyte. Bars: 100 µm (A and C); 20 µm (B and D). (E and F) 
Confocal microscopy analysis of CXCL10, GFAP and TH staining in the SNpc of mice treated 
by MPTP 24 hours after intoxication. Confocal analysis confirmed the colocalization of 
CXCL10 with GFAP
+
 astrocytes. Subcellular localization of CXCL10 could be observed as large 
clusters disseminated within the astrocytic cell body (E). Bars: 5 µm. 
 
Figure 6: Mice deficient for Ccr1 or Ccr5 display little or no pathological 
improvement after MPTP intoxication. 
(A and C) Quantification of TH
+
 DNs in the SNpc at day 7 after MPTP (4 × 20 mg/kg) or 




 (C) animals. Bars represent the mean number of 
total nigral TH
+
 DNs. Open symbols indicate saline-treated animals and filled symbols 
indicate MPTP-treated animals. Each symbol represents 1 individual animal. A modest but 
significant protection against MPTP-induced DN cell loss is observed in Ccr1
-/-
 (A) whereas 
Ccr5
-/- 
mice are equally susceptible to MPTP-induced TH
+
 cell loss compared to their WT 
littermates (C). *P < 0.05 compared with MPTP-treated WT mice (Holm-Sidak post-hoc 













 (D) mice. *P < 0.05 compared with MPTP-
treated WT mice (Rank-Sum Test). 
 
Figure 7: Combined inhibition of CCR1, CCR5 and CXCR3 is associated with 
neuroprotection against MPTP-induced DN injury.  
(A) Quantification of TH
+
 DNs in the SNpc at day 7 after MPTP (4 × 23.5 mg/kg) or 
saline injection in WT and Cxcr3
-/-
 mice treated with either the CCR1/CCR5 antagonist Met-
RANTES or PBS. Bars represent the mean number of total nigral TH
+
 DNs. Open symbols 
indicate saline-treated animals and filled symbols indicate MPTP-treated animals. Each 
symbol represents 1 individual animal. A significant protection against MPTP induced DN cell 
loss is observed in Cxcr3
-/-
 animals treated with Met-RANTES as compared to the other 
experimental groups. *P < 0.05 compared with MPTP- and PBS-treated Cxcr3
-/-
mice (Holm-
Sidak post-hoc analysis). (B) Representative photomicrographs of mesencephalic sections 
immunostained for TH from saline- or MPTP-treated WT and Cxcr3 deficient mice. Scale bar: 
100 µm. 
 
Figure 8: Ccl3 and Ccl4 mRNA expression is up-regulated in the SN of PD patients.  
Quantitative PCR analysis of Ccl3, Ccl4 and Cxcl10 mRNA expression levels in the SN 
of control subjects (n=20) and PD patients (n=24). The relative expression of chemokine 
genes is normalized against the expression level of both Top1 and Sf3a1 reference genes. 











































































































































































Figure S1: LPS-induced CCL3 expression in the SN is abolished in Ccl3
-/-
 mice. 
Immunofluorescent detection of CCL3 and CXCL10 (red), Iba1
+
 microglial cells (green) and 
TH
+
 dopaminergic neurons (blue) in the ventral mesencephalon of LPS-treated WT (A) or 
Ccl3
-/-
 (B and C) mice 24 hours after LPS exposure. CCL3 staining was detected in WT mice 
but almost abolished in Ccl3
-/-
 animals after LPS treatment. CXCL10 staining remained in Ccl3
-
/-









Figure S2: LPS-induced CXCL10 expression in the SN is abolished in Cxcl10
-/-
 mice. 
Immunofluorescent detection of CXCL10 and CCL3 (red), Iba1
+
 microglial cells (green) and 
TH
+
 dopaminergic neurons (blue) in the ventral mesencephalon of LPS-treated WT (A) or 
Cxcl10
-/-
 (B and C) mice 24 hours after LPS exposure. CXCL10 staining was detected in WT 
mice but almost abolished in Cxcl10
-/-
 animals after LPS treatment. CCL3 staining remained in 
CXCL10
-/-









Figure S3: MPTP-induced nigrostriatal pathway injury stimulates microglial cell 
expression of CCL3 in the substantia nigra. Immunofluorescent detection of CCL3 (red), 
Iba1
+
 microglial cells (green) and TH
+
 dopaminergic neurons (blue) in the ventral 
mesencephalon of MPTP-intoxicated mice 48 hours after toxin exposure (A). (B) Higher view 
of yellow boxes in (A). CCL3 was detected in Iba1
+
 microglial cells (arrows) after MPTP 










Figure S4: MPTP-induced nigral CCL3 expression is not localized in GFAP
+
 cells.  
Immunofluorescent detection of CCL3 (red), GFAP
+
 astrocytes (green) and TH
+
 dopaminergic 
neurons (blue) in the ventral mesencephalon of MPTP-intoxicated mice 24 (A and B) or 48 
hours after toxin exposure (C and D). (B) Higher view of yellow boxes in (A). (D) Higher view 
of yellow boxes in (C). CCL3 was not detected in GFAP
+
 astrocytes (arrowheads) after MPTP 











Figure S5: MPTP-induced nigral CCL3 expression is not localized in PECAM1
+
 cells.  
Immunofluorescent detection of CCL3 (red), PECAM1
+
 endothelial cells (green) and TH
+
 
dopaminergic neurons (blue) in the ventral mesencephalon of MPTP-intoxicated mice 24 (A 
and B) or 48 hours after toxin exposure (C and D). (B) Higher view of yellow boxes in (A). (D) 
Higher view of yellow boxes in (C). CCL3 was not detected in PECAM1
+
 endothelial cells 









Figure S6: MPTP-induced nigral CCL3 staining is absent in omit and reduced in 
antigene absorption controls.  Slices were incubated with primary antibody raised against 
CCL3 and secondary antibody directed against the primary anti-Iba1 antibody (A). CCL3 was 
not detected after MPTP intoxication. Primary antibody directed against CCL3 was pre-
incubated with recombinant CCL3 protein before staining (B). MPTP-induced nigral CCL3 
















Figure S7: MPTP-induced nigrostriatal pathway injury stimulates microglial cell 
expression of CCL4 in the substantia nigra. Immunofluorescent detection of CCL4 (red), 
Iba1
+
 microglial cells (green) and TH
+
 dopaminergic neurons (blue) in the ventral 
mesencephalon of MPTP-intoxicated mice 48 hours after toxin exposure (A). (B) Higher view 
of yellow boxes in (A). CCL4 was detected in Iba1
+
 microglial cells (arrows) after MPTP 















Figure S8: MPTP-induced nigral CCL4 expression is not localized in GFAP
+
 cells.  
Immunofluorescent detection of CCL4 (red), GFAP
+
 astrocytes (green) and TH
+
 dopaminergic 
neurons (blue) in the ventral mesencephalon of MPTP-intoxicated mice 24 (A and B) or 48 
hours after toxin exposure (C and D). (B) Higher view of yellow boxes in (A). (D) Higher view 
of yellow boxes in (C). CCL4 was not detected in GFAP
+
 astrocytes (arrowheads) after MPTP 










Figure S9: MPTP-induced nigral CCL4 expression is not localized in PECAM1
+
 cells.  
Immunofluorescent detection of CCL4 (red), PECAM1
+
 endothelial cells (green) and TH
+
 
dopaminergic neurons (blue) in the ventral mesencephalon of MPTP-intoxicated mice 24 (A 
and B) or 48 hours after toxin exposure (C and D). (B) Higher view of yellow boxes in (A). (D) 
Higher view of yellow boxes in (C). CCL4 was not detected in PECAM1
+
 endothelial cells 











Figure S10: MPTP-induced nigral CCL4 staining is absent in omit and reduced in 
antigene absorption controls.  Slices were incubated with primary antibody raised against 
CCL4 and secondary antibody directed against the primary anti-Iba1 antibody (A). CCL4 was 
not detected after MPTP intoxication. Primary antibody directed against CCL4 was pre-
incubated with recombinant CCL4 protein before staining (B). MPTP-induced nigral CCL4 













Figure S11: MPTP-induced nigrostriatal pathway injury stimulates astrocytic 
expression of CXCL10 in the substantia nigra. Immunofluorescent detection of CXCL10 (red), 
GFAP
+
 astrocytes (green) and TH
+
 dopaminergic neurons (blue) in the ventral 
mesencephalon of MPTP-intoxicated mice 48 hours after toxin exposure (A). (B) Higher view 
of yellow boxes in (A). CXCL10 was detected in GFAP
+
 astrocytes (arrows) after MPTP 
intoxication. Arrowheads point to CXCL10
-










Figure S12: MPTP-induced nigral CXCL10 expression is not localized in Iba1
+
 cells.  
Immunofluorescent detection of CXCL10 (red), Iba1
+
 microglial cells (green) and TH
+
 
dopaminergic neurons (blue) in the ventral mesencephalon of MPTP-intoxicated mice 24 (A 
and B) or 48 hours after toxin exposure (C and D). (B) Higher view of yellow boxes in (A). (D) 
Higher view of yellow boxes in (C). CXCL10 was not detected in Iba1
+
 microglial cells 











Figure S9: MPTP-induced nigral CXCL10 expression is not localized in PECAM1
+
 cells.  
Immunofluorescent detection of CXCL10 (red), PECAM1
+
 endothelial cells (green) and TH
+
 
dopaminergic neurons (blue) in the ventral mesencephalon of MPTP-intoxicated mice 24 (A 
and B) or 48 hours after toxin exposure (C and D). (B) Higher view of yellow boxes in (A). (D) 
Higher view of yellow boxes in (C). CXCL10 was not detected in PECAM1
+
 endothelial cells 











Figure S10: MPTP-induced nigral CXCL10 staining is absent in omit and reduced in 
antigene absorption controls.  Slices were incubated with primary antibody raised against 
CXCL10 and secondary antibody directed against the primary anti-Iba1 antibody (A). CXCL10 
was not detected after MPTP intoxication. Primary antibody directed against CXCL10 was 
pre-incubated with recombinant CXCL10 protein before staining (B). MPTP-induced nigral 































Immediate cause of 
death




Parkinsonian 20 71 M Pneumonia
Control 8.5 82 W - 
 
Parkinsonian - 68 M Peritonitis




Parkinsonian 9.5 73 M -




Parkinsonian 24 71 M -
Control 7 86 W Myeloma
 
Parkinsonian 18 72 W -




Parkinsonian 19.5 84 W Pulmonary infection




Parkinsonian 10 65 M Sepcis
Control 27 81 W Cancer
 








Parkinsonian 24 74 M
Pulmonary infection, 
cardio-vascular collapsus
Control 10 73 M - 
 
Parkinsonian 48 62 W Pulmonary infection
Control - 86 W Sepcis
 
Parkinsonian 40 76 M - 
Control 31 70 M - 
 
Parkinsonian 54.5 78 W - 
Control* 28 60 W - 
 
Parkinsonian 22.5 73 M
Pancreas cancer, liver 
metastasis
Control - - - - 
 
Parkinsonian 26 82 M - 
Control - - - - 
 
Parkinsonian 28 83 M - 
Control 22.5 88 M - 
 
Parkinsonian 24 79 M - 
Control - - - - 
 
Parkinsonian 44 67 M - 
Control - - - - 
 
Parkinsonian 40 84 W - 
Control - - - - 
 
Parkinsonian 15.5 78 W - 
Control - - - - 
 
Parkinsonian 12.8 62 W - 
* Alzheimer Lesions Braak Stage 
III. Potential Alzheimer disease.
  
 
Parkinsonian - 76 - - 
 
Parkinsonian 10.5 - M - 
 
Parkinsonian - 76 M - 
     
 





I. Mécanismes non autonomes et maladie de Parkinson 
La vision classique de la mort cellulaire dans les maladies neurodégénératives repose 
sur l’idée qu’une population neuronale spécifique est particulièrement sensible à un stress 
toxique ou subtoxique mais chronique. Les dommages cellulaires, associés au vieillissement 
physiologique, perturbent les mécanismes de défense neuronaux, entraînant leur 
dégénérescence. Pendant longtemps, l’idée prévalait que ces mécanismes cellulaires étaient  
autonomes, c'est-à-dire indépendants des cellules environnantes interagissant 
potentiellement avec les neurones souffrant. Cependant, de nombreuses études supportent 
dorénavant l’idée que les mécanismes non  autonomes de la neurodégénérescence jouent 
probablement un rôle important dans différentes maladies neurodégénératives telles que la 
sclérose latérale amyotrophique, la maladie de Huntington ou la maladie de Parkinson. Ainsi, 
les cellules microgliales, les astrocytes et les oligodendrocytes ont été impliqués dans 
plusieurs pathologies du SNC (Glass et coll., 2010). Par ailleurs, le rôle de la réponse 
immunitaire adaptative dans les mécanismes de mort neuronale d’abord largement étudié 
dans la sclérose en plaque, constitue un nouvel axe de recherche notamment dans la 
maladie de Parkinson et la sclérose latérale amyotrophique (Glass et coll., 2010).  
 
1. Réponses immunitaires innées et adaptatives dans la maladie de Parkinson 
Le rôle de l’immunité innée dans la dégénérescence dopaminergique est supporté 
par de nombreuses études chez l’homme et l’animal. Les études post-mortem chez l’homme 
ont ainsi montré la présence de cellules microgliales activées (McGeer et coll., 1988 ; Banati 
et coll., 1998 ; Imamura et coll., 2003) et l’expression de facteurs classiquement exprimés 
par les macrophages tels que le TNF-???????-6 et l’IL-????????????ubstance noire ou le striatum 
des sujets parkinsoniens (Boka et coll., 1994 ; Mogi et coll., 1994a ; Hunot et coll., 1999 ; 
Imamura Imamura et coll., 2003). En outre, cette activation microgliale a été reproduite dans 
de nombreux modèles de MP que ce soit chez le singe (McGeer et coll., 2003) ou les 
rongeurs (Kohutnicka et coll., 1998 ; Sherer et coll., 2003 ; Rodriguez-Pallares et coll., 2007). 
Plusieurs fonctions des cellules microgliales ont été impliquées dans le processus de 
dégénérescence neuronal. La production d’espèces réactives de l’oxygène et de cytokines en 
constituent deux exemples importants. Ainsi, des souris déficientes pour la NOSi ou la 




microglies en condition pathologique, montrent une certaine résistance aux effets toxiques 
du MPTP (Liberatore et coll., 1999 ; Wu et coll., 2003).  
Ce stress oxydatif produit par les cellules immunitaires du tissu nerveux pourrait 
conduire à la modification de protéines ??? ???? ??????????? ???-synucléine. Ces modifications 
oxydatives conduisent à la formation de néo-épitopes pathologiques potentiellement 
reconnus comme un antigène étranger et échappant ainsi aux mécanismes de tolérance 
immunitaire (Ohmori et Kanayama, 2005). De manière intéressante, ???-synucléine nitrée, 
retrouvée en abondance dans les corps de Lewy des neurones dopaminergiques chez les 
sujets parkinsoniens, a également été détectée dans la substance noire et les ganglions 
lymphatiques cervicaux des souris intoxiquées par le MPTP (Benner et coll., 2008 ; Giasson et 
coll., 2000). Ces données suggèrent que des antigènes pathologiques produits au niveau 
central ont la capacité d’être drainés vers les organes lymphoïdes secondaires en 
empruntant des voies non encore identifiées. La présence de ces antigènes pathologiques 
dans les organes où sont initiées les réponses immunitaires adaptatives pourrait expliquer 
en partie les processus d’infiltration lymphocytaire cérébrale observés chez les patients 
parkinsoniens.  
En effet,  McGeer et coll. en 1988 avaient, pour la première fois, mis en évidence un 
nombre élevé de lymphocytes T CD8
+
 dans la substance noire d’un seul patient parkinsonien 
(McGeer et coll., 1988). Brochard et coll. ont confirmé, sur une cohorte importante de 
patients, la présence d’un infiltrat lymphocytaire CD8
+
 et ont également rappporté la 
présence de lymphocytes T CD4
+
 dans la SN des malades (Brochard et coll., 2009).  
Cette réponse immunitaire adaptative pourrait participer au processus pathologique 
comme l’ont montré les expériences de délétion des populations lymphocytaires T CD4
+
 
dans le modèle d’intoxication par le MPTP (Brochard et coll., 2009), ou encore les 
expériences de transfert de lymphocytes Th17 issus de souris immunisées contre ???-
synucléine nitrée, chez des souris intoxiquées au MPTP, et qui aggrave le processus de mort 
neuronale dopaminergique dans ce contexte (Reynolds et coll., 2010).  
 
2. Stratégies thérapeutiques ciblant le système immunitaire 
De nombreuses données obtenues chez l’homme ou dans les modèles animaux de 




2009). Par conséquent des stratégies thérapeutiques ciblant cette réponse sont développées 
depuis plusieurs années.  
Plusieurs stratégies sont actuellement testées pour moduler la réponse immunitaire 
innée à la neurodégénérescence. Parmi ces stratégies, l’utilisation de la pioglitazone, un 
agoniste de PPAR? (anti-inflammatory peroxisome proliferator-activated receptor ?) capable 
de passer la BHE et utilisé dans le traitement du diabète, semble constituer un candidat 
prometteur. En effet, la sécurité de ce traitement à long terme a été montrée par son 
administration chez les personnes diabétiques (Herz et coll., 2003). En outre, il possède des 
propriétés anti-inflammatoires mais également de régulation de la bioénergétique 
mitochondriale ou encore du métabolisme du glucose et pourrait ainsi moduler 
simultanément plusieurs mécanismes pathogéniques cruciaux de la MP (Randy et Guoying, 
2007). L’utilisation de cet agoniste dans les modèles de MP a apporté la preuve de concept 
de son potentiel thérapeutique pour la MP (Breidert et coll., 2002 ; Dehmer et coll., 2004) et 
est actuellement en essai clinique de phase II. 
L’autre versant d’action sur le système immunitaire est la réponse adaptative. L’idée 
de moduler cette composante immunitaire est en revanche beaucoup plus récente 
concernant les maladies neurodégénératives et en particulier la MP. On peut distinguer trois 
voies d’action majeures possibles sur cette composante immunitaire.  
Une première voie d’action consiste à moduler la réponse immunitaire adaptative. 
Cette stratégie consiste à orienter la réponse immunitaire vers une réponse de type anti-
inflammatoire ou régulatrice et met en jeu des populations lymphocytaires T spécifiques, en 
particulier les cellules Th2 et Treg. Dans cette approche, l’utilisation par exemple du 
copolymère 1 ou copaxone, a montré un bénéfice certain dans le modèle d’intoxication par 
le MPTP chez la souris (Benner et coll., 2004). Si le transfert de leucocytes issus de souris 
immunisées avec le copolymère 1 à des souris intoxiquées par le MPTP confère un certain 
niveau de neuroprotection, l’immunisation directe de souris malades avec ce peptide n’a en 
revanche jamais été testée. Aussi, bien que cette stratégie soit utilisée dans le traitement de 
la SEP depuis plus de 15 ans (Racke et Lovett-Racke, 2011), en l’absence de preuve de 
concept elle n’est, pour l’instant, pas envisagée pour la MP. 
Une deuxième voie d’action consiste à diriger la réponse immunitaire contre un 
antigène dont on suspecte qu’il joue un rôle majeur dans les mécanismes 




neurones dopaminergiques pour former les corps de Lewy. Ainsi, l’immunisation active ou 
??????????????????-synucléine permettrait de diriger la réponse immunitaire adaptative, aussi 
bien dans sa composante cellulaire qu’humorale, pour éliminer ces agrégats. Testée avec 
succès dans des modèles ?????????????? ??? ?????????????? ???-synucléine (Masliah et coll., 
2005), l’immunisation active contre cette protéine n’est en revanche pas envisagée chez les 
patients atteints de MP suite aux résultats de l’essai clinique de phase II obtenus chez les 
patients atteints de maladie d’Alzheimer immunisés contre ??? ?????????? au cours duquel 
des cas d’encéphalite méningée se sont déclarés (Lemere et Masliah, 2010). Toutefois, 
plusieurs groupes industriels travaillent actuellement sur le développement d’anticorps 
?????????? ???????? ??????? ???-synucléine et qui seront probablement testés dans des 
protocoles d’immunisation passive. 
Enfin, une troisième voie d’action consisterait à limiter l’infiltration cérébrale des 
leucocytes pathogéniques. L’exemple du natalizumab, utilisé pour le traitement de la 
sclérose en plaque illustre bien cette voie thérapeutique. Cet anticorps bloque une intégrine 
nécessaire à la migration transendothéliale des leucocytes, les empêchant d’entrer dans le 
parenchyme cérébral. Cette stratégie produit un bénéfice thérapeutique certain pour les 
patients en ralentissant l’évolution de certaines formes de SEP (Papeix et Lubetzki, 2009). 
Notre projet s’inscrit dans cette troisième voie d’étude. Nous avons pour cela tenté 
de mettre en évidence les modifications du réseau chimiokine et des molécules d’adhésion 
dans la SN de souris intoxiquées au MPTP et dans la SNpc de patients parkinsoniens. Nous 
avons alors bloqué l’interaction des ligands identifiés à leurs récepteurs et étudié l’impact de 
cette inhibition sur la neurodégénérescence et l’infiltration lymphocytaire après intoxication 
par le MPTP. 
 
II. Caractérisation de l’expression des chimiokines dans un contexte 
pathologique du système nigro-strié 
 
1. Signature chimiokinique du système nigro-strié pathologique 
L’utilisation d’une première technique d’analyse transcriptomique utilisant des 
membranes de nylon (Oligoarrays) s’est avérée inadaptée à nos conditions expérimentales. 




probablement en raison d’un très grand nombre d’étapes entre l’hybridation des ARNs et la 
révélation des membranes, ii) elle était par ailleurs peu sensible et ce malgré une 
amplification préalable permettant de multiplier par 5 la quantité d’ARN de départ. Pour 
palier à ces deux difficultés nous avons utilisé la technologie de TaqMan Arrays qui permet : 
i) une meilleure reproductibilité entre les échantillons grâce à un nombre d’étapes  limité 
entre le chargement de la plaque et l’amplification, ii) une sensibilité plus importante par 
l’utilisation de la technique de PCR quantitative qui permet une amplification exponentielle 
des cDNA de départ. 
 
Nos résultats de qPCR, complétés par les analyses ELISA et immunohistologiques, 
montrent une élévation très importante et précoce, de l’expression des chimiokines CCL3, 
CCL4 et CXCL10 dans la SNpc de souris intoxiquées par le MPTP. Cette expression diminue 
toutefois progressivement pour atteindre, 7 jours après intoxication, des taux quasi 
similaires à ceux des observés  chez les souris contrôles.   
Nos résultats confortent en partie les données de la littérature. En effet, plusieurs 
équipes ont mis en évidence l’expression transcriptionnelle rapide de chimiokines dans le 
mésencéphale ventral et le striatum de souris intoxiquées par le MPTP (Kalkonde et coll., 
2007 ; Pattarini et coll., 2007 ; L'Episcopo et coll., 2011). Notamment, L’Episcopo et coll. ont 
rapporté une augmentation précoce d’expression (de 2 à 4 fois) des taux d’ARNm codant 
pour CCL3 et CXCL10 dans le mésencéphale ventral et le striatum après lésion par le MPTP 
selon un régime d’intoxication similaire à celui que nous avons utilisé (L'Episcopo et coll., 
2011). Kalkonde et coll., en utilisant une technique de protection contre les RNases, ont 
observé une augmentation importante d’expression transcriptionnelle de CCL3 et CXCL10  
dans le striatum (entre 20 et 40 fois). Cette augmentation était plus modérée dans le 
mésencéphale ventral (entre 1 et 1,5 fois) de souris 24 heures post-MPTP (Kalkonde et coll., 
2007). L’augmentation d’expression plus faible dans le mésencéphale ventral observée par 
Kalkonde et coll. pourrait être expliquée par un protocole d’injection différent du notre (3 
injections de 15 mg/kg de MPTP) et donc l’administration d’une dose cumulative de MPTP 
moins importante (45 mg/kg contre 94 mg/kg dans nos expériences). Pattarini et coll., en 
utilisant la technique de PCR quantitative, ont également détecté une augmentation 
d’expression de CCL3 et CCL4 (entre 5 et 20 fois), essentiellement entre 2 et 24 heures, dans 




(Pattarini et coll., 2007). Contrairement à ces études, nous avons en revanche montré que 
l’augmentation d’expression à l’échelle transcriptionnelle de CCL3, CCL4 et CXCL10 se 
traduisait par une augmentation proportionnelle des ligands au niveau protéique. 
 
Nos études chez l’homme montrent des similitudes d’expression des chimiokines 
dans la SNpc des patients parkinsoniens et dans notre modèle animal. En effet, nous avons 
détecté une augmentation significative d’expression de CCL3 et CCL4 (respectivement 1,65 
et 1,4 fois) dans la SNpc des sujets parkinsoniens. A notre connaissance, ceci est la première 
démonstration d’une augmentation d’expression de ligands chimiokiniques dans la SN au 
cours de la MP. Ces résultats complètent ainsi les données de la littérature rapportant des 
modulations d’expression de certains facteurs chimiokiniques dans les fluides biologiques de 
patients parkinsoniens. En effet, Reale et coll. avaient détecté une augmentation 
d’expression de CCL3 dans les cellules mononuclées circulantes des patients atteints de MP 
(Reale et coll., 2009). Une autre étude a rapporté une élévation des taux de CCL5 dans le 
sérum des patients atteints de MP (Rentzos et coll., 2007). Toutefois, cette augmentation 
pourrait être liée à la dopathérapie dont ont bénéficié les patients inclus dans cette étude 
(Gangemi et coll., 2003). Aussi, il sera essentiel de déterminer si l’augmentation de CCL3 et 
CCL4 au niveau central est associée ou non aux traitements dopaminergiques. 
Concernant la faible augmentation des taux de chimiokines dans la substance noire 
de patients parkinsoniens, nous pouvons confronter nos résultats aux données de la 
littérature sur l’expression des cytokines dans le cerveau des patients. Elles montrent, dans 
l’ensemble, des augmentations assez faibles d’expression des cytokines lors d’études post-
mortem. En effet, Mogi et coll. ont par exemple montré, par des expériences quantitatives 
d’EIA (Enzyme Immunoassay), une augmentation de la quantité de TNF-????????????????????
noire de patients parkinsoniens (Mogi et coll., 1994b). Cependant, les taux de protéine 
détectés étaient faibles et très proches du minimum détectable avec cette technique. Dans 
?????????????????????????????????? ???????????????????????????????????????????????????????
fois dans la SNpc de patients (Mogi et coll., 2007). Ces données concernant deux facteurs 
majeurs des processus inflammatoires suggèrent donc que l’augmentation d’expression des 
cytokines est assez faible dans la SN de patients atteints de MP au niveau post-mortem 
malgré la présence de nombreuses cellules microgliales « activées » détectées par 




dopaminergiques encore présents dans la SN à ces stades tardifs de la pathologie. Par 
conséquent, les cellules microgliales, bien que mises en évidence avec des marqueurs tels 
qu’HLA-DR, sont peut être faiblement activées dans ces conditions.  
Concernant l’expression de CXCL10 chez les patients parkinsoniens, nous observons 
une augmentation en moyenne plus importante (2,2 fois) que celle de CCL3 et CCL4 mais 
non significative et essentiellement due à l’expression très élevée de cette chimiokine dans 
la SNpc d’un sujet parkinsonien (augmentation de 32 fois ; l’augmentation moyenne du 
groupe étant de 1,4 fois sans ce patient). L’augmentation d’expression très importante de 
CXCL10 chez ce patient pourrait être attribuée au développement d’une septicémie. 
Plusieurs études ont en effet détecté une augmentation d’expression des chimiokines, dont 
CXCL10 et CCL3, dans les modèles murins de septicémie (Kelly-Scumpia et coll., 2011). 
Cependant les taux d’expression de CCL3 et CCL4 chez ce sujet parkinsoniens ne dépassaient 
pas le niveau moyen des sujets contrôles.  
Par ailleurs, nous pouvons dire qu’il existe une certaine variabilité interindividuelle 
quant au niveau d’expression des facteurs inflammatoires chez les sujets parkinsoniens. 
Cette variabilité, mise en évidence ici pour les chimiokines, existe également pour d’autres 
cytokines telles que le TNF-?? (Boka et coll., 1994 ; Mogi et coll., 1994b). L’origine de cette 
hétérogénéité, régulièrement observée dans les études chez l’homme, pourrait 
égalemement être attribuée aux différences de durée dévolution de la maladie, de 
traitements ou encore d’étiologie. 
 
Les processus neuroinflammatoires ne sont pas spécifiques de la MP. En effet, des 
réponses immunitaires innées et adaptatives ont également été rapportées dans d’autres 
pathologies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer et la sclérose latérale 
amyotrophique (Rogers et coll., 1988 ; Appel et coll., 2010). Aussi, l’expression de CCL3, CCL4 
et CXCL10 dans le cerveau des patients atteints de MP n’est pas une caractéristique 
spécifique de cette pathologie. En effet, dans la maladie d’Alzheimer par exemple, plusieurs 
auteurs, en utilisant la technique d’immunohistochimie, ont mis en évidence une 
augmentation du nombre de cellules exprimant les chimiokines CCL2, CCL4 et CXCL10 dans 
le cerveau des patients (Ishizuka et coll., 1997 ; Xia et coll., 1998 ; Xia et coll., 2000). De 
même, et de façon moins surprenante, dans le contexte de la sclérose en plaque, et son 




CCL4, CCL5 et CXCL10 au niveau des sites lésionnels inflammatoires (Hulkower et coll., 1993 ; 
Ransohoff et coll., 1993 ; Godiska et coll., 1995 ; Berman 1996 ; Karpus et Kennedy, 1997 ; 
Jiang et coll., 1998 ; Kennedy et coll., 1998 ; McManus et coll., 1998 ; Simpson et coll., 1998 ; 
Balashov et coll., 1999 ; Sorensen et coll., 1999 ; Sorensen et coll., 2002). Enfin, dans d’autres 
formes d’affections neurologiques telles que l’accident vasculaire cérébral ou les 
traumatismes crâniens, une extravasation leucocytaire cérébrale importante est associée à 
une augmentation significative d’expression de CCL2, CCL3, CCL4 et CXCL10, mais également 
de chimiokines qui semblent être plus spécifiques de ce type de traumatismes aigus telles 
que CXCL1, CXCL8 ou CCL7 (Wang et coll., 1995 ; Matsumoto et coll., 1997 ; Wang et coll., 
1998 ; Gourmala et coll., 1999 ; Wang et coll., 1999 ; Wang et coll., 1999 ; Che et coll., 2001). 
Au total, l’ensemble de ces études suggère à la fois un certain degré de similarité dans les 
profils d’expression de chimiokines dans les pathologies du SNC avec toutefois certaines 
spécificités selon le type d’affection. 
 
Ainsi, nos expériences montrent l’augmentation d’expression des ARNm et des 
protéines CCL3, CCL4 et CXCL10 dans le système nigro-strié des souris intoxiquées par le 
MPTP suggérant que ces ligands pourraient jouer un rôle dans l’extravasation 
parenchymateuse des lymphocytes T. 
Nos résultats suggèrent également que l’expression des chimiokines CCL3 et CCL4 
est augmentée dans la substance noire des patients parkinsoniens. Cependant, au regard 
de l’hétérogénéité des résultats inhérente aux études réalisées chez l’homme, une 
classification très précise des patients, par exemple grâce aux stades de Braak, au degré de 
perte dopaminergique, d’activation microgliale et de gliose réactionnelle par 
immunohistochimie dans la SNpc et à des données cliniques très complètes, semble 
nécessaire pour permettre une meilleure analyse lors de futures expériences. De plus, en 
raison des faibles taux d’expression des cytokines dans la SNpc humaine, la mise en 
évidence de différences d’expression semble nécessiter des analyses quantitatives par des 
techniques très sensibles et sur un grand nombre d’échantillons.  
 
2. Expression cellulaire des chimiokines. 
La cinétique de mort neuronale, d’activation gliale et d’infiltration de cellules 




intoxiquées par le MPTP (Figure 57). L’activation des cellules microgliales serait la plus 
précoce, avec une détection de cellules microgliales exprimant le marqueur Mac1 dans la 
SNpc dès 12 heures post-intoxication. L’infiltration de cellules T débuterait à partir de 48 
heures post-MPTP au moment où la gliose réactionnelle se met en place. A ce moment, les 
neurones sont dans une phase de souffrance cellulaire qui précède la phase de mort 
cellulaire qui elle-même se poursuit jusqu’au 7
e
 jour post-intoxication.  
Figure 57 : Cinétique de mort neuronale, d’activation gliale et d’infiltration lymphocytaire dans la SN de souris 
intoxiquées par le MPTP. Immunohistochimies Mac1 (cellules microgliales), GFAP (astrocytes) et CD3 (lymphocytes T). 
 
A l’aide d’immunomarquages en fluorescence, nous avons localisé les chimiokines 
CCL3 et CCL4 exclusivement dans les microglies de la SNpc, 24 et 48 heures après 
intoxication par le MPTP.  
L’expression microgliale de CCL3 et CCL4 que nous avons observée corrobore 
certaines données de la littérature. En effet, en culture l’expression de CCL3 a été détectée 
dans des microglies par plusieurs auteurs (Bianchi et coll., 2011 ; Mayer et coll., 2011). 
Peterson et coll. ont précisé que la source préférentielle de CCL3 était la microglie après 
activation au LPS bien que les astrocytes, notamment activés avec le TNF-??? ???????
également capables de produire cette chimiokine mais à des taux plus faibles (Peterson et 
coll., 1997). En outre, dans des conditions d’activation similaires, ces auteurs ont détecté 




1997). Enfin, dans un modèle animal d’épilepsie, l’expression de CCL3 a également été 
détectée dans les microglies par immunohistochimie (Johnson et coll., 2011). Les données 
concernant la source cellulaire des chimiokines dans la maladie de Parkinson sont en 
revanche pratiquement inexistantes. Nos travaux constituent, à notre connaissance, la 
première description de la localisation microgliale des chimiokines CCL3 et CCL4 dans un 
modèle animal de maladie de Parkinson. Toutefois, Zhang et coll. ont rapporté 
l’augmentation d’expression de l’ARNm codant pour CCL3 dans les cellules microgliales  
stimulées par de la neuromélanine (Zhang et coll., 2011). Egalement in vitro, Roodveldt et 
??????????????????????????????????-synucléine mutée stimulaient la production de CCL3 dans 
les cellules microgliales (Roodveldt et coll., 2010).  
L’expression microgliale de CCL3 et CCL4 observée dans des modèles animaux  de 
pathologies du SNC semble relevante pour les patients souffrant d’affections neurologiques. 
En effet, l’expression de CCL3 et CCL4 a été décrite dans les microglies, les astrocytes ainsi 
que les macrophages périvasculaires au niveau des lésions inflammatoires de patients 
souffrant de sclérose en plaque (Simpson et coll., 1998 ; Balashov et coll., 1999). 
Au total, nos résultats confortent les données de la littérature décrivant les 
microglies comme source majeure de CCL3 et CCL4 dans le système nerveux central. Dans 
la MP, la réponse immunitaire innée supportée par ces cellules microgliales pourrait ainsi 
contribuer au développent de la réponse immunitaire adaptative en stimulant 
l’extravasation cérébrale des lymphocytes T circulants à travers la BHE.  
 
Si l’expression de CCL3 et CCL4 était exclusivement microgliale dans notre modèle 
expérimental, CXCL10, quant à elle, était détectée uniquement dans les astrocytes GFAP
+
. 
Bien qu’in vitro, l’expression de CXCL10 peut être détectée aussi bien dans les 
astrocytes que les cellules microgliales et les neurones, notamment ??????????????????, in 
vivo, dans des modèles animaux, l’expression de CXCL10 semble principalement concerner 
les astrocytes ou les neurones (Vanguri, 1995 ; Ren et coll., 1998 ; Bandyopadhyay et coll., 
2007). C’est le cas notamment du modèle EAE et de certains modèles d’infection virale ou 
parasitaire du SNC (Ransohoff et coll., 1993 ; Tani et coll., 1996 ; Lane et coll., 1998 ; Sauder 
et coll., 2000 ; Asensio et coll., 2001 ; Klein et coll., 2005 ; Muller et coll., 2007 ; Campanella 





Dans le contexte de la MP, seule une étude in vitro a rapporté l’expression 
microgliale de CXCL10 après stimulation au LPS ou avec de l’?-synucléine mutée (Roodveldt 
et coll., 2010). In vivo cependant, nos données suggèrent que les cellules microgliales ne 
représentent pas la source majeure de CXCL10 dans la substance noire inflammée. Il serait 
toutefois intéressant de comparer nos résultats obtenus dans le modèle MPTP avec des 
études réalisées dans des modèles de synucléinopathie.  
L’expression astrocytaire de CXCL10 dans les modèles expérimentaux chez l’animal 
corrobore également les données obtenues chez l’homme. En effet, l’expression de CXCL10 
a été détectée dans des cellules ayant une morphologie astrocytaire dans le cerveau de 
patients atteints de maladie d’Alzheimer (Xia et coll., 2000). De même, plusieurs études ont 
rapporté l’expression de CXCL10 au niveau des plaques de démyélinisation chez les patients 
atteints de sclérose en plaque (Balashov et coll., 1999 ; Sorensen et coll., 1999 ; Simpson et 
coll., 2000 ; Sorensen et coll., 2002).  
L’ensemble de ces données suggère que les astrocytes réprésentent une des 
sources majeures de CXCL10 dans les pathologies du SNC, confirmant ainsi nos données 
obtenues dans le modèle d’intoxication par le MPTP chez la souris. Par ailleurs, nos 
résultats montrent que les astrocytes pourraient jouer un rôle majeur dans les processus 
d’extravasation cérébrale des leucocytes à travers la BHE dans la MP. Cette hypothèse 
avait notamment été proposée par le groupe de Patrick McGeer qui avait montré une 
expression astrocytaire importante de la molécule d’adhésion ICAM1 aussi bien chez les 
sujets parkinsoniens que chez les singes intoxiqués par le MPTP.  
Au total, l’ensemble de nos résultats suggère que les cellules gliales pourraient 
jouer un rôle important dans le processus d’infiltration cérébrale des lymphocytes T dans 
un contexte de lésion du système nigro-strié.  
 
3. Localisation subcellulaire des chimiokines 
Nos données, obtenues par microscopie confocale, montrent que CCL3 et CCL4 sont 
localisées dans le cytoplasme des cellules microgliales sous forme d’un amas dense et de 
structures de type vésiculaire. CXCL10 est observée sours forme de plusieurs amas dans le 
cytoplasme des astrocytes. 
Si, à notre connaissance, la localisation subcellulaire de ces chimiokines n’avait 




auteurs ont toutefois étudié ces caractéristiques dans d’autres types cellulaires. Ainsi, CXCL1 
et CCL2 ont été observées majoritairement dans l’appareil de Golgi et dans des granules de 
sécrétion au sein des cellules endothéliales (Oynebraten et coll., 2004 ; Oynebraten et coll., 
2005 ; Shulman et coll., 2012). Ces auteurs ont également mis en évidence une localisation 
de CXCL10 au niveau du Golgi et dans des granules non sécrétoires des cellules endothéliales 
(Oynebraten et coll., 2004). Catalfamo et coll. ont également montré que CCL5, rapidement 
sécrété par les lymphocytes CD8
+
 activés, est principalement détecté dans des vésicules de 
sécrétion (Catalfamo et coll., 2004). Enfin, CCL2, CCL21 et CXCL10 ont pu être détectées dans 
des structures vésiculaires au niveau du soma et des prolongements de neurones en culture 
(de Jong et coll., 2005 ; de Jong et coll., 2008 ; Jung et coll., 2008 ; Vinet et coll., 2010). 
Au total, ces données suggèrent une localisation des chimiokines CCL3, CCL4 et 
CXCL10 au sein du Golgi et dans des granules sécrétoires ou non dans les cellules 
microgliales et les astrocytes.  
 
III. Implication des chimiokines dans la physiopathologie des lymphocytes T 
dans les syndromes parkinsoniens 
L’observation d’une expression précoce (24 heures post-MPTP) des chimiokines 
CCL3, CCL4 et CXCL10 dans la SNpc des souris lésées suggère que ces facteurs pourraient 
contribuer au recrutement des lymphocytes T deux jours après l’initiation de la maladie tel 
que l’ont rapporté plusieurs auteurs dans ce modèle expérimental (Kurkowska-Jastrzebska 
et coll., 1999a ; Brochard et coll., 2009). Nos travaux confirment en partie cette cinétique 
d’infiltration leucocytaire puisque nous observons une augmentation d’expression des 
marqueurs CD3e et T-bet dans le mésencéphale ventral 2 jours (de manière non 
significative) et 7 jours (de manière significative) après intoxication par le MPTP. Toutefois, la 
diminution d’expression de CCL3, CCL4 et CXCL10 à des taux quasi similaires à ceux des 
souris contrôles suggère que ces trois facteurs chimiokiniques puissent jouer un rôle 
essentiel dans le recrutement précoce des lymphocytes T mais pas dans celui plus tardif au 
moment de la résolution de l’inflammation dans la SNpc. Nous pouvons faire l’hypothèse 
que i) d’autres chimiokines pourraient prendre le relai pour permettre l’extravasation des 
lymphocytes T dans les stades plus tardifs dans notre modèle expérimental. En effet, 




présentaient une expression augmentée et stable entre 2 et 7 jours post-MPTP (exemple 
CCL5, CCL6 et CCL9). ii)  les populations lymphocytaires infiltrant à 7 jours sont différentes de 
celles infiltrant à 2 jours et qu’elles puissent mettre en jeu des récepteurs et des ligands de 
nature différente. 
 
Si le lien entre l’expression de CCL3, CCL4 et CXCL10 et le recrutement lymphocytaire 
dans la SNpc, comme indiqué ci-dessus, reste corrélatif, nos travaux reposant sur la 
manipulation des récepteurs à ces ligands nous a permis d’apporter des arguments plus 
directs sur le rôle du réseau chimiokinique dans les processus d’infiltration lymphocytaire 
associés aux mécanismes physiopathologiques à l’œuvre dans le modèle d’intoxication par le 
MPTP chez la souris. En effet, afin d’étudier directement le rôle des chimiokines dans 
l’infiltration lymphocytaire et la dégénérescence dopaminergique dans le contexte lésionnel 
de la voie nigro-striée, nous avons réalisé des expériences sur des souris présentant une 
délétion constitutive pour les récepteurs CCR1, CCR5 ou CXCR3. Bien qu’une faible 
diminution de la mort neuronale de l’ordre de 26% ait été observée chez les souris 





intoxiquées au MPTP par rapport à leurs congénères sauvages. De plus l’absence de ces 
récepteurs n’est pas associée à une diminution de nombre de lymphocytes T CD4
+
 infiltrant 
le parenchyme cérébral. Alors que les ligands pour ces récepteurs sont fortement exprimés 
dans la SNpc après MPTP, la délétion de ces récepteurs ne permet donc pas de bloquer 
l’infiltration lymphocytaire T CD4
+
 et n’est par conséquent pas associée aux 70% de 
protection dopaminergique observée chez les souris déficientes en lymphocytes T CD4
+ 
(Brochard, 2008 ; Brochard et coll., 2009). Plusieurs hypothèses peuvent être proposées 
pour expliquer ces résultats :  
1) D’une part, l’absence d’un récepteur donné pourrait être compensée, d’un point 
de vue fonctionnel, par l’expression d’autres récepteurs sur le même lymphocyte. Ainsi, 
Shulman et coll. ont par exemple montré que le blocage d’un seul récepteur aux chimiokines 
ne suffisait pas à inhiber la migration transendothéliale de lymphocytes effecteurs au travers 
de cellules endothéliales en culture (Shulman et coll., 2012). Ces mêmes auteurs montrent 
par ailleurs que le blocage simultané de CCR1, CCR2, CCR5 et CXCR3 était nécessaire pour 
bloquer complètement ce processus d’extravasation (Shulman et coll., 2012). Nous pouvons 




nécessaire pour inhiber l’infiltration lymphocytaire dans notre modèle expérimental. Nos 
expériences montrent que cette hypothèse est en partie vérifiée puisqu’un effet protecteur 
contre les effets neurotoxiques du MPTP n’a pu être observé que chez les souris Cxcr3
-/- 
traitées par l’antagoniste de CCR1 et CCR5, Met-RANTES. Dans cette expérience 
l’administration de Met-RANTES chez des souris C57BL/6 sauvages s’est révélée sans effet 
sur la dégénérescence dopaminergique. Ce dernier résultat contraste avec ceux obtenus 
précédemment au laboratoire qui montraient un effet neuroprotecteur de l’ordre de 40% 
après administration d’un régime similaire de Met-RANTES à des souris sauvages. A noter 
que, parmi les facteurs portentiellement impliqués dans cette différence, le lot de MPTP 
ainsi que le fournisseur des souris C57BL/6 pouvaient a priori être écartés car les niveaux de 
lésion nigro-striée après intoxication par le MPTP étaient identiques dans ces deux 
expériences. Bien qu’il soit difficile de déterminer avec exactitude la raison de cette 
différence, nous avons malgré tout relevé deux facteurs qui auraient pu influencer les 
résultats : l’expérimentateur et le lot de Met-RANTES. Dans le premier cas, des différences 
dans la qualité d’administration de l’antagoniste et donc d’accessibilité biologique de ce 
dernier, auraient pu influencer le niveau de neuroprotection potentiellement conféré par le 
seul antagonisme de CCR1 et CCR5. Dans le deuxième cas, une différence d’efficacité 
antagoniste entre les deux lots utilisés aurait pu également générer un effet 
neuroprotecteur massif lors de la première expérience et un effet suboptimal dans la 
deuxième expérience, uniquement révélé par l’absence combinée de CXCR3. A ce titre, il est 
important de rappeler que la dose et la fréquence d’administration des antagonistes 
pharmacologiques des chimiokines sont probablement des facteurs très importants qui 
conditionneraient l’effet biologique recherché. En effet, Schall et Proudfoot ont formulé 
l’hypothèse que pour obtenir un effet biologique optimal, il serait nécessaire qu’au moins 
90% des récepteurs ciblés soient antagonisés à chaque instant (Schall et Proudfoot, 2011). 
En l’absence d’études pharmacocinétiques détaillées sur le Met-RANTES nous ne pouvons 
déterminer avec exactitude les doses d’antagoniste qui permettraient cette inhibition de 
90% des récepteurs CCR1 et CCR5. Toutefois, les données de la littérature semblent suggérer 
que l’administration journalière d’au moins 50 µg de Met-RANTES chez le rat représentait le 
protocole le plus efficace pour inhiber le comportement migratoire de différentes 
populations leucocytaires (Grone et coll., 1999 ; Ajuebor et coll., 2001 ; Stumbles et coll., 




Quelque soit la raison de cette différence d’efficacité du Met-RANTES, la conclusion majeure 
que l’on peut tirer de nos expériences est qu’une action simultanée sur plusieurs récepteurs 
potentialise l’effet sur la capacité migratoire des lymphocytes et donc la mort neuronale 
dans le modèle d’intoxication par le MPTP chez la souris. Malgré l’effet neuroprotecteur 
significatif (36%) obtenu après inhibition combinée de CCR1, CCR5 et CXCR3, celui-ci n’égale 
pas les 70% de neuroprotection obtenus chez les souris CD4
-/-
, suggérant que d’autres 
récepteurs chimiokiniques sont peut être exprimés par ces lymphocytes ou que l’infiltrat 
lymphocytaire est constitué de sous-populations distinctes exprimant chacune des 
récepteurs différents. Si, à l’heure actuelle, il nous est impossible de vérifier ces deux 
hypothèses, il est toutefois important de rappeler qu’outre CCR1, CCR5 et CXCR3, les 
lymphocytes T peuvent exprimer d’autres récepteurs, comme par exemple CCR2, CCR3 
(Bonecchi et coll., 1998 ; Sallusto et coll., 1998 ; Zhang et coll., 2010a), CCR6 (Reboldi et coll., 
2009) et CXCR6 (Kim et coll., 2001), ce dernier faisant l’objet d’une étude au laboratoire. 
 
 2) D’autre part, la délétion constitutive d’un récepteur aux chimiokines pourrait être 
associée à de multiples effets autres que ceux spécifiquement obtenus sur les lymphocytes. 
En effet, l’expression des récepteurs aux chimiokines n’est pas restreinte aux lymphocytes. 
C’est le cas notamment des récepteurs CCR1 et CCR5 auxquels nous nous sommes interessés 
au cours de ce travail. Ainsi, par exemple, dans les lésions cérébrales de sclérose en plaques, 
des infiltrats de macrophages exprimant CCR1 et CCR5 sont observés (Balashov et coll., 
1999 ; Simpson et coll., 2000). L’expression de récepteurs CCR1 et CCR5 fonctionnels est 
également connue au niveau des cellules microgliales (Skuljec et coll., 2011). Enfin, les 
astrocytes, microglies et neurones expriment de nombreux récepteurs aux chimiokines selon 
différentes conditions expérimentales ou physiopathologiques (Bajetto et coll., 2002). Ainsi, 
chez l’homme plusieurs auteurs ont rapporté l’expression de CXCR3 au niveau des 
astrocytes, de lignée neuronale, de neurones fœtaux et de neurones adultes aussi bien dans 
le cerveau de sujets contrôles que de patients atteints de maladie d’Alzheimer (Coughlan et 
coll., 2000 ; Xia et coll., 2000 ; Goldberg et coll., 2001). Nous pouvons donc faire l’hypothèse 
que la délétion constitutive de CXCR3, CCR5 ou CCR1 chez la souris puisse perturber de 
nombreuses réponses cellulaires masquant ainsi l’effet potentiel spécifique sur les 
lymphocytes T infiltrants. Afin de contourner ce problème, il apparaît donc nécessaire de 




leucocytaires. A ce titre, nos expériences de transfert passif devraient nous permettre de 
déterminer si la délétion spécifique à l’échelle leucocytaire du récepteur CXCR3, CCR5 ou 
CCR1 est suffisante pour diminuer ou stopper l’extravasation cérébrale de ces cellules dans 
le système nigro-strié lésé et inflammé. Nos premières analyses sur les souris chimères 
montrent que, bien qu’après reconstitution des souris rag1
-/-
 le taux de lymphocytes T 
circulants n’est que de 50% par rapport à des souris sauvages, la proportion des différentes 








) chez ces souris 
chimères est identique quelque soit le génotype des splénocytes utilisés pour la 
reconstitution des organes lymphoïdes secondaires. Cette observation exclut a priori le rôle 
de modifications majeures du compartiment lymphocytaire que pourrait entraîner la 
délétion d’un récepteur aux chimiokines sur le bénéfice physiopathologique recherché 
(diminution du processus d’infiltration lymphocytaire et de dégénérescence 
dopaminergique) chez ces souris chimères. Cet aspect est en effet important au regard du 
rôle joué par certaines chimiokines telles que CCL3 et CCL4, deux ligands de CCR5, dans 
l’entrée des lymphocytes T dans les ganglions lymphatiques au cours d’une réponse 
immunitaire (Tedla et coll., 1998).  
 
3) Enfin, la délétion constitutive d’un récepteur donné pourrait être associée à une 
augmentation importante des taux circulants mais aussi cérébraux de ligands chimiokiniques 
du fait d’un défaut de régulation de dégradation de ces derniers (Cardona et coll., 2008). En 
effet, Ajuebor et coll. ont montré, dans un modèle d’hépatite, que la délétion de CCR5 avait 
pour conséquence d’augmenter l’infiltrat NK dans le foie en raison d’une augmentation des 
taux de CCL5 tissulaires agissant au travers du récepteur CCR1 exprimé par ces mêmes NK 
(Ajuebor et coll., 2007). Nous pouvons là aussi faire l’hypothèse que, dans notre modèle 
expérimental, la délétion de CCR5 pourrait provoquer l’augmentation des taux de CCL5 
intracérébraux favorisant ainsi le recrutement lymphocytaire via une action agoniste sur le 
récepteur CCR1 de ces dits lymphocytes.  
 
Au total, nos résultats suggèrent donc une modulation importante du réseau 
chimiokinique associée à la réaction gliale dans un contexte de lésion du système nigro-












De nombreuses données de la littérature suggèrent qu’outre les mécanismes 
autonomes de la dégénérescence neuronale dopaminergique, des mécanismes non 
autonomes, mettant en jeu les cellules présentes dans l’environnement neuronal, peuvent 
moduler le processus neurodégénératif dans la MP. Ces mécanismes non autonomes 
reposent en partie sur l’existence de réponses immunitaires de type inné mais aussi 
adaptative. Ainsi, si la composante innée de cette réponse mettant en jeu notamment la 
mobilisation et la réaction des cellules microgliales a été très largement étudiée depuis de 
nombreuses années et reste encore l’objet de nombreuses investigations, la mise en 
évidence de la composante adaptative est beaucoup plus récente (Kurkowska-Jastrzebska et 
coll., 1999b, Brochard et coll., 2009). Fait important, cette réponse immune adaptative, 
caractérisée par des infiltrats lymphocytaires de type T dans le système nigro-strié lésé, 
semble jouer un rôle délétère dans les mécanismes conduisant à la mort des neurones 
dopaminergiques comme le suggèrent les données in vivo chez des souris intoxiquées par le 
MPTP. Par conséquent, l’objectif principal du travail présenté dans cette thèse était de 
comprendre les mécanismes permettant aux cellules du système immunitaire adaptatif de 
pénétrer le parenchyme cérébral lors d’une lésion du système nigro-strié et de tenter de 
prévenir cette infiltration à des fins thérapeutiques. 
 L’ensemble de nos données montre que, dans un contexte de lésion du système 
nigro-strié, une signature chimiokinique particulière peut être observée et associée à la 
réaction gliale (microgliale et astrocytaire) qui se développe en réponse à la souffrance et la 
mort neuronale dopaminergique. Par ailleurs, la manipulation génétique et 
pharmacologique des récepteurs à ces médiateurs inflammatoires suggère un rôle de ce 
réseau chimiokinique dans les mécanismes physiopathologiques de la MP. Néanmoins nos 
résultats doivent non seulement être complétés et confirmés par des analyses 
supplémentaires mais posent également de nombreuses autres questions auxquelles nous 
pourrions être tentés de répondre à travers différentes stratégies expérimentales. 
S’agissant des analyses en cours pour compléter ce travail, nous finalisons 
actuellement : i) l’évaluation et la comparaison des infiltrats lymphocytaires et de la réaction 
gliale dans la SNpc des souris Cxcr3
-/-
 traitées avec le Met-RANTES et intoxiquées par le 
MPTP par rapport à leurs congénères sauvages, ii) l’évaluation et la comparaison de la perte 
dopaminergique nigrale, de l’infiltrat lymphocytaire et de la réaction gliale dans les 
différents groupes de souris rag1
-/-




pour CCR1, CCR5 ou CXCR3 par rapport à leurs congénères sauvages et iii) l’identification des 
cellules positives pour CCL3 et CCL4 dans la SNpc de patients parkinsoniens et de sujets 
contrôles.  
S’agissant des nouvelles interrogations que notre travail soulève, la question relative 
au type de récepteur chimiokinique exprimé par les lymphocytes infiltrant apparaît comme 
un problème majeur. En effet, sur la base de la signature chimiokinique que nous avons 
définie au cours de ce travail, nous avons fait l’hypothèse que ces lymphocytes 
exprimeraient les récepteurs CCR1, CCR5 et CXCR3, sans en avoir toutefois une preuve 
formelle. Aussi, toutes nos études fonctionnelles sont basées sur une supposition certes 
logique mais qui exclut d’autres candidats potentiellement importants.  Par conséquent, il 
serait interessant de pouvoir déterminer les différents récepteurs chimiokiniques exprimés 
par les lymphocytes T présents dans le parenchyme cérébral chez la souris intoxiquée par le 
MPTP. Pour cela différentes approches pourraient être envisagées : i) l’utilisation de souris 
reportrices mais qui hélas doivent être développées car non disponibles actuellement à 
notre connaissance, ii) l’utilisation d’anticorps spécifiques dirigés contre ces récepteurs pour 
des expériences d’immunomarquages sur coupes de tissus. Il semble toutefois difficile 
d’obtenir des anticorps validés pour ce type d’expérience (C. Combadière, communication 
personnelle). Toutefois, l’utilisation de ligands couplés à des fluorochromes permettrait de 
surmonter cette difficulté. iii) l’isolation et la purification de l’infiltrat lymphocytaire afin de 
réaliser une analyse moléculaire détaillée. Au regard de la faible quantité de cellules 
infiltrant la SNpc, cette dernière approche est cependant un réel défi que nous n’avons pas 
encore réussi à surmonter malgré plusieurs tentatives. 
Une autre question qui nous apparaît essentielle est celle relative à la relevance du 
modèle d’intoxication par le MPTP chez la souris pour la MP. En effet, si ce modèle à 
l’avantage de récapituler un certain nombre de critères neuropathologiques caractéristiques 
de la maladie humaine en particulier la mort neuronale, les processus neuroinflammatoires 
et la réaction gliale associée, il ne reproduit pas en revanche la synucléinopathie. Par 
ailleurs, le modèle de souris MPTP n’est pas un modèle de dégénérescence chronique. Ainsi, 
il serait interessant de comparer les résultats obtenus dans le modèle souris MPTP avec un 
autre modèle expérimental ne reposant pas sur l’administration d’une neurotoxine mais sur 
l’expression d’un gène muté à l’origine de formes familiales de MP. En effet, il est 




souffrance et de la mort neuronale dopaminergique et qu’ils peuvent par conséquent être 
similaires quelque soit l’origine de la dégénérescence. Nous pensons que le modèle de choix 
pour ce type de comparaison serait l’injection intracérébrale de vecteurs viraux permettant 





 ont été rapportés dans ce modèle et ce en association avec 
l’expression d’autres médiateurs proinflammatoires notamment retrouvés dans le modèle 
de souris intoxiquées par le MPTP (Theodore et coll., 2008 ; Sanchez-Guajardo et coll., 2010).  
 
D’un point de vue thérapeutique nos résultats mettent en évidence plusieurs 
difficultés propres à la stratégie de blocage des récepteurs chimiokiniques. D’une part, 
l’inhibition d’un seul récepteur n’est a priori pas suffisamment efficace pour bloquer le 
processus d’infiltration. Il semble donc nécessaire de bloquer simultanément plusieurs 
récepteurs pour espérer diminuer le recrutement cérébral de cellules du système 
immunitaire adaptatif au niveau du système nigro-strié lésé. Toutefois, même dans ces 
conditions, nous avons pu observer que le blocage de trois récepteurs n’était toujours pas 
suffisant pour obtenir une neuroprotection au moins égale à celle observée chez les souris 
déficientes en lymphocytes T CD4
+
. Ainsi, un effet important sur l’infiltration lymphocytaire 
et la dégénérescence dopaminergique pourrait requérir une inhibition efficace de plusieurs 
récepteurs. Etant donné les rôles de ces récepteurs dans d’autres processus physiologiques 
et pathologiques, l’intérêt thérapeutique d’une stratégie de blocage multiple des récepteurs 
aux chimiokines dans une maladie chronique d‘évolution longue, telle que la MP, doit 
prendre en compte les effets secondaires potentiellement majeurs, notamment sur le 
système immunitaire. En effet, comme cela est le cas avec le Tysabri, un anticorps humanisé 
????????????? ??????? ??????? ???????????? ?4 et utilisé en clinique chez les patients atteints de 
sclérose en plaques pour combattre l’infiltration des cellules T pathogéniques, il est 
concevable de penser qu’un traitement chronique dirigé contre de multiples récepteurs 
chimiokiniques puisse entraîner une sensibilisation à certaines infections potentiellement 
graves. Néanmoins, plus de quarante médicaments dirigés contre des récepteurs aux 
chimiokines sont actuellement en études cliniques pour le traitement de diverses 
pathologies inflammatoires telles que la sclérose en plaques, l’arthrite rhumatoïde ou la 




d’obtenir des informations importantes concernant la sécurité de ces traitements et les 
modes d’administration les plus adaptés.   
Enfin, et pour élargir les perspectives thérapeutiques visant à prévenir l’extravasation 
des lymphocytes dans le parenchyme cérébral au cours de la MP, une autre stratégie 
pourrait cibler l’interaction entre les intégrines leucocytaires et les CAMs endothéliales. 
Cependant, au cours de notre étude nous n’avons mis en évidence que de faibles 
modifications d’expression des molécules d’adhésion au niveau transcriptionnel. Ces 
résultats contrastent par ailleurs avec les données disponibles chez l’homme et la souris ou 
le singe intoxiqué par le MPTP qui montrent toutes une forte expression d’ICAM1 dans la SN 
lésée (Kurkowska-Jastrzebska et coll., 1999a ; Imamura et coll., 2003 ; Miklossy et coll., 2006 
; Brochard et coll., 2009). Nous pouvons faire l’hypothèse que la dissection de l’ensemble du 
mésencéphale ventral comme effectué au cours de nos analyses, au sein duquel la SNpc ne 
représente qu’une partie du tissu, a pu masquer des différences d’expression faible. 
L’utilisation de la technique de microdissection laser de la SNpc pourrait ainsi permettre 
d’effectuer une analyse ciblée sur cette région et augmenter ainsi la sensibilité de détection 
d’éventuelles modifications d’expression des molécules d’adhésion.  
 
En conclusion, si le blocage de plusieurs récepteurs aux chimiokines à des fins 
thérapeutiques pourrait être difficile à mettre en œuvre dans le contexte d’une maladie 
chronique telle que la MP, l’action combinée sur le réseau chimiokinique et les molécules 
d’adhésion pourrait en revanche limiter le nombre de candidats ciblés dans chacune de ces 
familles de molécules et se révéler au final plus efficace, sous réserve bien entendu que ces 
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